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Résumé 
L'hépatite autoimmune (HAl) est une maladie d'étiologie inconnue qui est 
caractérisée par la destruction progressive du parenchyme hépatique. Afin de mieux définir 
cette atteinte auto immune, les mécanismes régissant l'équilibre immunologique entre la 
tolérance et l'immunité du foie doivent être élucidés. Pour ce faire, un adénovirus 
recombinant exprimant les deux autoantigènes majeurs impliqués dans l'HAl de type 2, soit 
le cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) et la formiminotransférase cyclodésaminase (FTCD), a 
été créé. L'impact de différentes doses d'adénovirus recombinants ainsi que du site 
d'injection sur la réponse immune ont été évalués. Nous avons montré que le site 
d'injection ainsi que la charge virale avaient une incidence sur le type (ThIlTh2) et 
l'intensité de la réponse immunitaire engendrée. Précédemment, il a été montré dans un 
modèle animal que trois vaccinations à ADN consécutives d'un plasmide codant pour le 
CYP2D6 et la FTCD pouvaient déclencher une HAL La présente étude suggère qu'il est 
possible de prévenir le développement de ce processus autoimmun par une injection 
intraveineuse d'un Ad-CTLA-4-2D6-FTCD préalablement aux injections d'ADN. Il semble 
que l'expression des autoantigènes dans un contexte inflammatoire généré par l'adénovirus 
recombinant en combinaison avec une stimulation constante des clones T activés en 
périphérie induiraient une tolérance face à ces autoantigènes. De plus, ce processus s'avère 
spécifique à l'antigène puisque la présence d'une HAl chez les souris ayant été injectées 
avec l'Ad contrôle (Ad contrôle + ADN) a été observée. Somme toute, ce modèle a permis 
de mieux caractériser les processus menant au développement d'une réaction autoimmune 
contre le foie. 




Autoimmune hepatitis (AIR) is a disease of unknown aetiology characterised by a 
progressive destruction of the hepatic parenchyma. In order to acquire a better 
understanding of this auto immune process, the mechanisms governing the immunological 
balance between tolerance and immunity in the liver have to be identified. To do so, we 
generated a recombinant adenovirus expressing the two major autoantigens found in type 2 
AIR, cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) and formiminotransferase cyclodeaminase (FTCD). 
The effects of viral load and injection site on the immune response were studied. Both the 
site of injection and amount of recombinant adenovirus were found to influence the 
phenotype (Th lITh2) and magnitude of the immune response. In a previous murine model 
of AIR, three consecutive DNA vaccinations with a plasmid encoding for CYP2D6 and 
FTCD resulted in the onset of an AIR. In the present study, we observed that this 
autoimmune process can be prevented by an intravenous injection of Ad-CTLA-4-2D6-
FTCD before DNA vaccination. It seems that the expression of the autoantigens in an 
inflammatory environment in combination with a constant stimulation of T -ce Il clones 
would yield to a tolerization toward these autoantigens. Moreover, this tolerization is 
antigen specific, since animais that received the control adenovirus (control Ad + DNA) 
developed AIR. In summary, this animal model allowed the characterisation of immune 
mechanisms involved in the development of liver autoimmunity. 
Keywords : Autoimmune hepatitis (AIR), Repatic tolerance, Recombinant adenovirus, 
CYP2D6, FTCD, Molecular mimicry 
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 
Nous sommes constamment confrontés à une panoplie de microorganismes de 
toutes sortes. Certaines barrières physiques, telles que la peau et les muqueuses, permettent 
d'éviter que ces microbes n'envahissent notre organisme. Cependant, il arrive parfois que 
celles-ci ne suffisent pas et c'est là qu'intervient le système immunitaire. Il y a tout d'abord 
la réponse innée qui entre en jeu et qui est non spécifique. Les cellules impliquées dans ce 
type de réponse reconnaissent des motifs conservés entre les microorganismes. Par la suite 
l'immunité acquise est impliquée et monte une réponse spécialisée contre l'envahisseur en 
reconnaissant, par exemple, des séquences peptidiques très particulières. Par conséquent, 
afin de répondre à la grande variété de pathogènes auxquels nous sommes confrontés, le 
système immunitaire est doué lui aussi d'une très grande diversité clonotypique. Cette 
plasticité est très efficace pour notre défense, mais elle pourrait également s'avérer 
catastrophique si elle amenait le système immunitaire à identifier des éléments du soi 
comme du non soi. C'est pourquoi plusieurs mécanismes de tolérance et de régulation ont 
été mis en place afin de maintenir l'homéostasie immunitaire, soit une balance entre 
l'immunité et la tolérance au soi. 
1.1 Mécanismes de tolérance 
1.1.1 Tolérance centrale 
Au cours de leur maturation, les lymphocytes B et T doivent passer par plusieurs 
processus de sélection afin de s'assurer qu'ils n'engendreront pas de réponse immune 
contre des antigènes du soi. Bien que les deux types cellulaires soient générés dans la 
moelle osseuse (et dans le foie fœtal pour les B), leur développement ne se fait pas aux 
mêmes sites. En effet, les cellules B demeurent dans la moelle osseuse, alors que les 
thymocytes (des lymphocytes T immatures) migrent jusqu'au thymus pour s'y développer 
et devenir des lymphocytes T matures. 
Dans un premier temps, les lymphocytes doivent produire et exprimer un récepteur 
à l'antigène fonctionnel avant d'accéder à tout processus de sélection. Le récepteur des 
cellules B est constitué d'une immunoglobuline membranaire qui fixe l'antigène en plus de 
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deux hétérodimères Ig-a/Ig-~ qui permettent la transduction du signal une fois l'antigène 
lié au récepteur B (1). Les cellules T doivent, quant à elles, exprimer un complexe 
récepteur T (TCR)/CD3. Le CD3 est compose d'un homodimère çç ou d'un hétérodimère 
Y11 associé à des hétérodimères yE et BE (2) Les cellules T expriment également les co-
récepteurs CD4+ ou CD8+. 
Une fois les récepteurs à l'antigène fonctionnels exprimés, les thymocytes devront 
passer à travers deux processus de sélection (positive et négative) alors que les 
lymphocytes B ne subiront que la sélection négative. La sélection positive consiste à 
déterminer la capacité des thymocytes à se lier avec faible avidité à une molécule du 
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) (3). Les thymocytes ne pouvant satisfaire ce 
critère seront éliminés. Ensuite, les cellules B immatures et les thymocytes pré-sélectionnés 
au cours de la sélection positive seront soumis à la sélection négative ou délétion clonale 
(4). Celle-ci permet l'élimination des lymphocytes arborant un récepteur qui se lient trop 
fortement au CMH ou qui est spécifique à un antigène du soi (5-8) Lorsqu'un récepteur à 
l'antigène reconnaît un autoantigène, il peut requérir à un processus nommé « édition du 
récepteur », qui est majoritairement utilisé par les cellules B, et qui permet aux 
lymphocytes autoréactifs de réarranger leur récepteur afin qu'ils ne réagissent plus contre 
un antigène du soi (9, 10). 
Deux éléments sont déterminants dans le devenir des clones T : 1) la concentration 
des antigènes dans le thymus (11, 12), et 2) l'affinité du récepteur pour l'antigène (13). 
Conséquemment, une concentration élevée d'un antigène dans le thymus combinée à une 
forte affinité du récepteur pour cet antigène mèneront à l'induction d'un signal qui induira 
l'apoptose du thymocyte concerné. Récemment, un facteur de transcription, régulateur 
d'autoimmunité (AIRE), a été identifié comme un élément clé dans l'induction de 
l'expression d'antigènes spécifiques d'organes au niveau des cellules épithéliales 
médullaires dans le thymus. AIRE est donc est impliqué dans la sélection négative (14, 15). 
Dans le même ordre d'idée, il a été démontré que lorsque des souris transgéniques 
\ 
exprimant HEL (hen egg lysozyme) sous le contrôle de différents promoteurs sont croisées 
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avec une souche TCR-transgénique pour HEL, le degré de délétion clonale était 
proportionnel au niveau d'expression de l'antigène HEL dans le thymus (16). 
Une importante contrainte au cours de la sélection négative est d'éviter une délétion 
trop stricte. Effectivement, l'élimination d'un trop grand nombre de clones B et/ou T 
réduirait dramatiquement le répertoire permettant de se défendre contre les pathogènes. De 
ce fait, il en résulte une délétion incomplète des clones autoréactifs à la fois au niveau du 
thymus et de la moelle. Il est donc essentiel qu'un autre mécanisme intervienne pour 
assurer la prise en charge des cellules qui sont potentiellement autoréactives : la tolérance 
périphérique. 
1.1.2 Tolérance périphérique 
Plusieurs moyens permettent d'éviter une réponse autoimmune et ceux-ci peuvent 
être divisés en deux catégories: 1) ceux qui sont intrinsèques aux lymphocytes (ex. 
ignorance et anergie) et 2) ceux qui leur sont extrinsèques (ex. cellules dendritiques/cellules 
B, cellules T régulatrices). 
1.1.2.1 Facteurs intrinsèques 
Un lymphocyte autoréactif peut ne jamais entrer en contact avec son antigène et il 
demeurera donc dans un état d'ignorance, par exemple parce que l'antigène est séquestré et 
donc jamais disponible. L'anergie peut être induite en périphérie chez un lymphocyte T soit 
par l'absence d'un signal de costimulation adéquat via CD28, soit par un signal d'inhibition 
via l'antigène 4 associé au lymphocyte T cytotoxique (CTLA-4) (17) ou par la molécule de 
mort cellulaire programmée 1 (PD-1) (18). En effet, on sait que les cellules présentatrices 
d'antigène (CPA) qui se retrouvent dans les tissus lymphoïdes périphériques ou non 
lymphoïdes sont normalement dans un état de repos ou quiescentes. De ce fait, elles 
n'expriment que très peu ou pas du tout de molécules de costimulation, diminuant ainsi le 
risque d'une activation inadéquate (19). De plus, il a été démontré dans le cas des cellules 
T qu'une fois l'état d'anergie instauré, il est souvent considéré irréversible puisque les 
clones T anergiques n'ont plus la capacité de produire de l'IL-2 ni de proliférer (20). Pour 
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ce qui est des cellules B autoréactives, elles entrent également en anergie èn absence de 
costimulation mais cette fois par les cellules T auxiliaires ou encore lorsqu'elles entrent en 
contact avec des autoantigènes solubles spécifiques de leur récepteur (20). Le rôle clé des 
molécules CTLA-4 et PD-I dans le maintien de la tolérance a été découvert par la 
génération de souris knock-out (KO) chez qui l'un ou l'autre de ces gènes a été invalidé. 
Ces deux types de souris développaient un syndrome Iymphoprolifératif similaire et très 
sévère, suivi d'une autoimmunité massive qui s'attaquait à une multitude d'organes et 
causait éventuellement la mort des souris (21). 
1.1.2.2 Facteurs extrinsèques 
Il est possible que certains lymphocytes T ayant une spécificité pour un antigène du 
soi ne soient pas éliminés dans le thymus pendant le processus de sélection. Au contraire, 
ces cellules T seraient plutôt sélectionnées positivement par sélection agoniste (forte 
affinité) lorsqu'ils entrent en contact avec leur autoantigène. Il a été démontré que trois 
principaux types de cellules se différencient potentiellement en cellules régulatrices: les 
lymphocytes T CD8aa de l'épithélium intestinal (22), les cellules T régulatrices (Treg) 
CD4+CD25+Foxp3+ (23-25) et les cellules T tueuses naturelles (NKT). Ces dernières 
quittent le thymus et peuvent alors participer au maintien de la tolérance périphérique. 
Tel que mentionné ci-haut, tout mécanisme a ses failles et la sélection négative 
n'est pas parfaite. En effet, il a été démontré que certaines cellules normalement 
condamnées à la sélection négative soient rescapées. Le milieu dans lequel « baignent}} les 
cellules a une grande influence sur leur devenir. Si les cellules autoréactives se retrouvent 
dans un milieu avec une abondance de signaux pro-inflammatoires (cytokines), il est fort 
probable qu'elles reçoivent un signal d'activation plutôt que d'entrer en anergie par 
exemple. Il est également reconnu que les variations du niveau de certaines hormones, 
telles que l'œstrogène, pouvaient modifier dans le même sens l'état d'activation des 
lymphocytes autoréactifs et conséquemment empêcher leur élimination (26). Ces situations 
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indésirables peuvent mener à l'instauration d'une inflammation suivie d'une réaction 
autoimmunitaire. 
1.2 Autoimmunité 
Lorsque le système immunitaire réagit contre des antigènes du soi ou encore sur-
réagit à des antigènes de l'environnement, il peut causer de graves dommages aux tissus ou 
aux organes visés. Ces réactions incontrôlées du système immunitaire, aussi appelées 
réactions d'hypersensibilité et maladies autoimmunes (MAI), constituent l'une des causes 
majeures de morbidité et de mortalité dans le monde. Les maladies autoimmunes affectent 
entre 5 et 7 % de la population générale (27). Elles résulteraient de l'interaction de 
plusieurs facteurs: la susceptibilité génétique, l'influence de facteurs environnementaux 
menant au développement d'une MAI (exposition à un pathogène, au tabac ou encore les 
habitudes alimentaires) et enfin, à des événements aléatoires (16). 
1.2.1 Susceptibilité génétique 
Plusieurs études ont fait ressortir l'importance du bagage génétique dans la 
susceptibilité à développer une maladie autoimmune. En effet, il a été démontré qu'il existe 
un plus grand risque d'être atteint d'une maladie autoimmune chez les jumeaux 
monozygotes que chez les dizygotes, lorsque l'un des deux jumeaux est atteint (28). De 
plus, le fait d'avoir des proches atteints d'une MAI dans sa famille immédiate ou dans sa 
parenté augmente également les risques de développer une MAI, démontrant un rôle 
important de l'hérédité dans les MAI. Ceci a pu être vérifié dans plusieurs maladies, telles 
que le diabète, l'arthrite rhumatoïde et la sclérose en plaques (16). Enfin, il semble que les 
patients souffrant d'une MAI seraient plus enclins à développer d'autres affections 
autoimmunes puisqu'ils possèderaient des variantes de gènes qui favoriseraient une 
susceptibilité accrue. 
Certains gènes ont été identifiés comme capables de conférer une susceptibilité à 
une ou plusieurs maladies autoimmunes (29). La région du CMH est une région clé quant à 
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la susceptibilité ou à la protection conférée aux MAI. Des mutations dans d'autres gènes 
reliés à l'activation ou à la répression de la réponse immune sont souvent directement 
impliquées dans l'initiation ou l'aggravation d'une MAI. Parmi eux, mentionnons 1) les 
gènes codant pour les différents récepteurs et ligands engagés dans la « communication» 
entre les cellules du système immunitaire, tels que CTLA-4/CD28/B7 (30), PD-1/PD-
Ll/PD-L2 (31, 32), etc., 2) les gènes codant pour des cytokines (33, 34) ou encore 3) les 
gènes responsables de l'apoptose (28). Cependant, bien que ces données soient utiles dans 
certains cas, il est difficile de tirer des conclusions à grande échelle en raison de 
l'hétérogénéité entre les populations. Conséquemment, un haplotype conférant une 
susceptibilité accrue pour une population donnée peut s'avérer non déterminant ou même 
offrir une protection dans une autre population (35, 36). 
Les MAI peuvent être classées de plusieurs façons. Il existe des maladies 
autoimmunes monogéniques (dues au mauvais fonctionnement d'un gène en particulier) ou 
à traits complexes où une multitude de facteurs sont impliqués. Il est plutôt rare que les 
MAI soient dues à un seul gène et, conséquemment, elles sont d'autant plus difficiles à 
traiter puisque plusieurs facteurs, souvent inconnus, sont impliqués dans le développement 
de la maladie. Des exemples de maladies monogéniques et systémiques sont le syndrome 
polyendocrinien autoimmun de type (APS-I) ou dystrophie auto immune 
polyendocrinopathie-candidose-ectodermale (APECED), le syndrome lié au chromosome 
X, dérégulation immune, polyendocrinopathie, entéropathie ou plus couramment nommé 
IPEX et, enfin, le syndrome Iymphoprolifératif autoimmun. Ces MAI résultent 
respectivement d'une défaillance au niveau de la tolérance centrale, de la tolérance 
périphérique et d'un défaut dans la mort par apoptose des cellules du système immunitaire. 
1.2.2.1 MAI monogéniques 
L'APS-1 consiste en une réaction autoimmune dirigée contre une multitude 
d'organes endocriniens en plus de plusieurs autres tissus. On constate le développement de 
plusieurs MAI, notamment de l'hypoparathyroïdie (89 %), une défaillance adrénocorticale 
primaire (70 %) et une candidose cutanée (73-100 %) (37-39). Des hépatites chroniques 
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actives surviennent dans 10-20 % des cas d'APS-I (38, 39). Chez ces patients, plusieurs 
autoantigènes hépatiques ont d'abord été identifiés: le cytochrome P450 1 A2 (CYPIA2) 
(40,41), le cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) (42) et la décarboxylase de l'acide aminé L-
aromatique (43). Des mutations dans le gène AIRE sont responsables de ces manifestations. 
AIRE est exprimé majoritairement dans les cellules épithéliales médullaires du thymus, 
mais également à moindre niveau dans certains organes lymphoïdes (44). Le produit de ce 
gène est un des facteurs de transcription responsables de l'expression dans le thymus de la 
plupart des antigènes spécifiques d'organe, tels que l'insuline (îlots de Langerhans) (45) et 
la prostaglandine D (cerveau, épididyme) (14), permettant ainsi l'instauration d'une 
tolérance envers ces antigènes du soi (46). 
Le syndrome de l'IPEX est quant à lui une maladie causée par des mutations dans la 
région «forkhead» du gène FOXP3. Foxp3 est un régulateur transcriptionnel de la famille 
des «forkhead/winged helix » qui jouerait un rôle crucial à la fois dans le développement et 
le fonctionnement des cellules T régulatrices. Ces mutations diminuent ou abolissent sa 
capacité de lier l'ADN. Les patients avec une déficience pour FOXP3 développent de 
nombreuses atteintes autoimmunes, telles l'entéropathie autoimmune, des dermatites, la 
thyroïdite et le diabète de type 1. Ces manifestations provoquent souvent la mort des 
patients dans les deux premières années de leur vie (47). Ces deux maladies, l'APS-l et 
l'IPEX, nous confirment l'importance et la complexité des mécanismes de tolérance 
centrale aussi bien que périphérique. 
Le SLPA est caractérisé non seulement par une Iymphoprolifération, mais également 
par une cytopénie autoimmune, un taux élevé de lymphocytes T doubles négatifs (i.e. 
absence des co-récepteurs CD4+ et CD8) (48), une hypergammaglobuIinémie polyclonale 
et une susceptibilité accrue aux tumeurs malignes (49, 50). La détection d'autoanticorps est 
très fréquente chez les patients, atteignant jusqu'à 92 % des cas (51-54). En 1995, deux 
modèles murins (mutations des gènes lprlFAS et gldIFASL), préalablement utilisés pour 
l'étude du lupus érythémateux disséminé (SLE - Systemic lupus erythematosus), ont été 
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reliés à ce syndrome pour la première fois (55-57). On retrouvait chez ces souris les 
caractéristiques typiques retrouvées chez les patients atteints du SLPA. 
Le syndrome lymphoprolifératif auto immun (SLPA) est majoritairement causé par 
une défaillance fonctionnelle de Fas ou FasL (55, 56), deux produits de gènes impliqués 
dans le processus de mort cellulaire programmée ou apoptose (58, 59). Au cours d'une 
réponse immunitaire normale, les lymphocytes spécifiques aux pathogènes prolifèrent à un 
niveau suffisant pour permettre d'enrayer l'infection. Lorsque tout danger est écarté, il y a 
contraction de la réponse et les lymphocytes devenus inutiles sont éliminés. Cette 
élimination se fait notamment via l'interaction de Fas/FasL (60). Conséquemment, 
lorsqu'un des deux gènes est inopérants, ces lymphocytes activés ne sont pas éliminés, d'où 
le syndrome Iymphoprolifératif. Une régulation anormale de Fas peut mener à deux 
processus d'autoimmunité. Tout d'abord, lorsqu'il y a un déficit de Fas, l'activité des 
lymphocytes autoréactifs n'est plus contrôlée et il y a d~veloppement d'autoimmunité 
humorale et cellulaire. Par contre, lorsque l'activité de Fas est plus grande que la normale, 
il y a une destruction massive des cellules cibles et développement d'une autoimmunÎté 
provoquée par les lymphocytes T cytotoxiques (61,62). 
1.2.2.1 MAI à traits complexes 
Les maladies autoimmunes à traits complexes peuvent être classées selon l'organe ou 
le tissu atteint. Autrement dit, si elles s'attaquent à un organe en particulier, on dira que 
cette maladie est spécifique d'organe, alors que si elle cible plusieurs organes ou tissus à la 
fois, elle sera classée comme une maladie systémique. Un exemple de maladie autoÎmmune 
systémique serait le SLE, alors qu'un cas bien connu de maladie autoimmune spécifique 
d'organe serait le diabète insulinodépendant (type 1). Les autoantigènes causant les MAI 
spécifiques d'organe peuvent être exprimés seulement dans l'organe cible (diabète 
autoimmun), mais peuvent également être ubiquitaires même si l'attaque autoimmune ne se 
fait que dans cet organe. Par exemple, chez les patients avec une HAl de type l, on peut 
retrouver des autoanticorps dirigés contre des autoantigènes des muscles lisses et du noyau, 
ces autoantigènes n'étant nullement exclusifs au foie. Certaines hypothèses pourraient 
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expliquer les raisons pour lesquelles certains organes sont plus particulièrement visés: 1) 
l'accessibilité aux autoantigènes serait facilitée dans certains tissus/organes, ou 2) les 
différentes molécules exprimées à la surface des tissus/organes permettraient un 
recrutement sélectif des lymphocytes autoréactifs (63). 
Des mécanismes de régulation distincts existent selon que la maladie est spécifique 
d'organe ou systémique. Des études réalisées sur les mécanismes d'induction de l'anergie 
en utilisant deux modèles de souris transgéniques ont été réalisées. Le premier modèle 
exprimait un antigène restreint à un organe, alors que le deuxième permettait plutôt l'étude 
du même antigène mais cette fois exprimé de façon ubiquitaire (antigène systémique). À 
l'aide de transferts adoptifs de cellules TCR transgéniques pour cet antigène, il a été 
démontré que le récepteur CTLA-4 était essentiel pour l'induction de l'anergie et donc le 
maintien de la tolérance dans un tissu en particulier, alors qu'il ne semblait pas impliqué au 
niveau de la tolérance face à un antigène systémique (64). Une étude réalisée chez l'homme 
a montré des résultats similaires. Cette étude a relevé une association entre des 
polymorphismes dans le gène CTLA-4 et des MAI spécifiques d'organe, alors qu'aucune 
association ne pouvait être faite pour des maladies autoimmunes systémiques (65). D'autres 
mécanismes de régulation existent pour l'instauration de la tolérance face à un antigène 
systémique. Il a été montré dans le modèle de souris transgéniques exprimant OVA de 
façon systémique que l'anergie des lymphocytes était plutôt associée à une diminution de 
l'expression du TCR et également à un blocage marqué dans le signal induit par la liaison 
du TCR à l'antigène (66, 67). Les auteurs suggèrent également qu'une exposition prolongée 
à l'antigène pourrait être responsable de la désensibilisation du TCR (68,69) 
1.2.2 Facteurs environnementaux 
Plusieurs hypothèses ont été proposées quant à l'implication de composantes 
environnementales dans l'initiation des MAI. Tout d'abord, certains agents pathogènes ont 
souvent été associés avec des maladies autoimmunes. Ces derniers pourraient provoquer 
l'initiation d'une MAI de plusieurs façons. L'hypothèse du mimétisme moléculaire entre 
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une protéine du soi et celle d'un pathogène a souvent été soulevée. En effet, le mimétisme 
moléculaire consiste en une réaction croisée soit au niveau de la réponse soit humorale soit 
cellulaire, c'est-à-dire qu'un autoanticorps ou un lymphocyte T réagit à la fois contre le 
peptide étranger et l'autoantigène. Par exemple, un groupe de chercheurs a pu isoler des 
autoanticorps provenant de patients atteints du Syndrome de Guillain-Barré qui 
reconnaissaient à la fois les gangliosides humains et les liposaccharides de Campylobacter 
jejuni (70). Beaucoup d'autres cas de mimétisme moléculaire ont été rapportés dans la 
littérature (Tableau 1). 
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1 HAl de type 2 (72-74) 








II Protéine basique l'influenza type 
de la myél ine 
A,VPH 
Sclérose en plaques (75) 
Lymphocytes T 
autoréactifs 
Tableau 1: Différents cas de mimétisme moléculaire possibles rapportés pour 
plusieurs maladies autoimmunes. EBV, Virus d'Epstein-Barr; VHS, Virus de l'herpès 
simplex de type 1; VHC, Virus de l'hépatite C; VHH, Virus de l'herpès humain; VPH, 
Virus du papillome humain. 
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Une autre façon par laquelle une infection pourrait enclencher le processus 
autoimmun est l'activation polyclonale des lymphocytes autoaggressifs (76). Lorsque les 
cellules infectées sont lysées par le pathogène ou par le système immunitaire, il ya relâche 
d'autoantigènes normalement séquestrés. Les cellules autoréactives présentes au site de 
l'inflammation peuvent être malencontreusement activées par l'environnement pro-
inflammatoire et ainsi monter une réponse contre les antigènes du soi. Dans ces 
circonstances, les cellules autoréactives réagissent contre un nombre limité d'épitopes. Par 
la suit survient le phénomène de l'étalement épitopique (<< epitope spreading ») où de 
nouveaux peptides sont générés à partir de l'autoantigène et présentés à d'autres 
lymphocytes qui n'avaient pas de spécificité pour le soi auparavant. Enfin, d'autres causes 
possibles ont été soulevées, telles que la présence d'hormones (œstrogène) (77), le 
traitement avec certains médicaments (pénicilline et céphalosporine et anti-TNFa) (78, 79) 
ou une défaillance des cellules T régulatrices (80). 
1.3 Immunologie du foie 
Le foie possède une multitude de fonctions, telles que la synthèse des protéines 
plasmatiques et de la bile, l'entreposage d'énergie sous forme de glycogène et la 
détoxification et l'élimination des sous-produits provenant de divers médicaments. De 
surcroît, le foie est un organe très particulier sous plusieurs aspects, que ce soit par sa 
structure ou encore par sa capacité de maintenir un environnement immunitaire 
homéostatique, en contrebalançant tolérance et immunité (81). Le foie reçoit tous les jours 
une quantité importante de sang provenant du tractus gastro-intestinal et qui contient une 
quantité importante d'antigènes. Ces antigènes sont dérivés de produits alimentaires et 
également des bactéries qui composent notre microflore intestinale normale. De plus, il 
peut al,lssi être confronté à divers pathogènes absorbés par l'intestin. Par conséquent, il doit 
être en mesure d'induire une tolérance envers les antigènes bénins pour éviter des réactions 
allergiques à certains aliments ou probiotiques mais également de réagir contre les 
pathogènes éventuels. Le foie doit donc posséder différents mécanismes de régulation. 
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Le foie est composé d'un endothélium discontinu recouvrant les sinusoïdes (82). 
Elles possèdent des fenestrations permettant aux cellules immunitaires du sang d'interagir 
directement avec les hépatocytes ou encore les cellules étoilées (steUate ce Us) dans l'espace 
de Disse à l'aide de prolongements cytoplasmiques (83). Ces interactions sont favorisées 
par la structure particulière des sinusoïdes. En effet, le sang provenant de l'intestin entre par 
la veine porte pour ensuite se frayer un chemin à travers les sinusoïdes. Le petit diamètre 
des sinusoïdes ralentit grandement le flux sanguin et facilite ainsi un contact prolongé 
Iymphocytes/CPA (83). Plusieurs populations cellulaires peuvent agir comme CPA, 
notamment les cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques (LSEC -Liver sinusoidal 
endothelial ceUs), les cellules de Kupffer (macrophages), les cellules dendritiques et même 
les hépatocytes en présence d'un environnement pro-inflammatoire (84). 
1.3.1 Constituants du foie 
Le foie est constitué en majorité d'hépatocytes. Plusieurs autres types de cellules 
non-parenchymateuses résident également dans le foie, notamment les LSEC, les cellules 
de Kupffer, les cellules biliaires, les cellules étoilées et enfin les lymphocytes. On retrouve 
jusqu'à 10 10 lymphocytes dans un foie humain, ce qui représente la deuxième population en 
importance de cellules non-parenchymateuses après les LSEC (83). Les lymphocytes 
comprennent les cellules NK, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (conventionnels ou non-
conventionnels) et les lymphocytes B. Les différentes populations de cellules immunitaires 
retrouvées dans le foie sont distinctes par rapport à celles présentes ailleurs dans le corps de 
par leur nature et leur abondance. Par exemple, le foie renferme un nombre 
inhabituellement élevé de cellules NK (20 %), NKT (30 %) et de lymphocytes T 
exprimant un TCR non-conventionnel, i.e. exprimant une combinaison de chaînes y et Ô « 
5 %) (85-87). 
1.3.1.1 Lymphocytes conventionnels 
Les cellules T conventionnelles incluent les lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui 
expriment un TCRa~ classique possédant un répertoire grandement diversifié. Les 
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antigènes présentés dans le contexte du CMH 1 sont reconnus par les cellules T CDS+, alors 
que les lymphocytes CD4+ reconnaissent plutôt les peptides en association avec le CMH de 
classe II. 
Contrairement aux lymphocytes T CD8+ qui sont destinés à devenir des cellules 
cytotoxiques, les cellules T CD4+ peuvent se différencier en deux principaux types de 
cellules effectrices: Th 1 ou Th2. Les cellules CD4+ de type Th 1 favorise une réponse à 
médiation cellulaire en sécrétant de l'IFN-y et du TNF-p. Ces cytokines favorisent non 
seulement une réponse de type Thl (lFN-y et TNF-P), mais également, inhibent l'activation 
des cellules B (TNF-P). Une réponse de type Th2 provoque plutôt la différenciation des 
lymphocytes B en plasmocytes. Les cytokines impliquées dans le développement de ce type 
de réponse sont l'IL-4, l'IL-5 (active les cellules B) et l'IL-IO (inhibe l'activation des 
macrophages et des cellules CD4+ de type Th 1) (88). L'environnement dans lequel les 
cellules CD4+ rencontrent leur antigène et se multiplient influence directement leur 
différenciation. Une infection avec un pathogène intracellulaire induit normalement une 
réponse de type Thl, alors qu'un pathogène extracellulaire, un parasite ou une toxine 
engendre une réponse de type Th2. Dans la plupart des MAI, on retrouve habituellement 
une réponse de type Th 1, Le. une réponse à médiation cellulaire (89). 
Dans un foie sain, le ratio CD4+/CD8+ est inversé par rapport à celui du sang, avec 
une quantité plus importante de CD8+ (90). Un ratio démontrant une prévalence de CD4+ 
par rapport au CD8+ indique la présence d'une atteinte hépatique (91). Également le 
nombre de cellules effectrices surpasse celui des cellules mémoires contrairement à ce qui a 
été reporté pour les lymphocytes sanguins (83). 
Chez l'humain, on retrouve dans un foie sain environ 1 % de cellules T régulatrices 
(92). Cette proportion est semblable chez la souris, soit autour de 2-4 % des lymphocytes 
intrahépatiques et 15-20 % des lymphocytes CD4+ (93). Il a été proposé que ces cellules 
puissent participer au maintien de la tolérance hépatique en absence de danger (93). Les 
Treg seraient également impliquées dans la perpétuation de certaines infections chroniques 
telles que l'hépatitite C (92). Également, le groupe de Longhi et collègues a montré un rôle 
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des Treg dans le prolongement de la survie des lymphocytes CD4+ chez les patients atteints 
d'HAl comparativement aux sujets contrôles (94). 
1.3.1.2 Lymphocytes non-conventionnels 
Les cellules T non-conventionnelles regroupent principalement deux types 
cellulaires, soit les cellules NKT et les lymphocytes T exprimant un TCRyo. Tout d'abord, 
les cellules NKT sont très abondantes dans le foie et composent environ 30 % des 
lymphocytes T intrahépatiques, alors qu'elles ne sont retrouvées qu'en très faible quantité 
dans le sang et d'autres organes lymphoïdes (85). Ces cellules immunitaires sont davantage 
reconnues pour leur action au cours de la réponse innée et elles auraient également un rôle 
dans la contraction de la réponse immunitaire. Il a même été rapporté par van der Vliet et 
al. que le nombre de cellules NKT seraient grandement diminué dans un bon nombre de 
maladies autoimmunes, incluant l'HAl (95). Les cellules NKT, tout comme les cellules 
NK, peuvent être activées par des lipides ou glycolipides présentés par une molécule 
ressemblant au CMH de classe l, la molécule CD1 (96). Dans le foie, la molécule CD1d est 
exprimée par les hépatocytes (97), les cellules de Kupffer (98), les cellules dendritiques 
(97) et enfin par les cellules de !to (99). 
On retrouve également dans le foie une abondance de lymphocytes arborant un 
TCRyo (86, 87). Habituellement rare, ce type de récepteur T est aussi retrouvé en quantité 
significative au niveau de l'intestin (86). Que ce soit dans le foie ou au niveau de l'intestin, 
on croit que ces lymphocytes participeraient à un certain maintien de la tolérance face à la 
panoplie d'antigènes étrangers qui traversent le système digestif chaque jour (100). 
Il existe un autre type de cellules non-conventionnelles important: les cellules NK. 
Les cellules NK ont des fonctions très similaires à celles des cellules NKT, soit un rôle 
d'immunosurveillance. Ces cellules possèdent la capacité d'être cytolytiques et peuvent 
donc éliminer les cellules infectées ou encore les cellules malignes. Les cellules NK 
auraient également un rôle dans la prévention de la migration de métastases (101). Elles 
médient leur action via deux principaux types de récepteurs: d'activation avec le récepteur 
NKG2 ou d'inhibition via le récepteur KIR (Killer inhibitory receptors) (102). La décision 
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d'éliminer ou non la cellule avec laquelle la cellule NK interagit repose sur l'expression de 
la molécule du CMH 1. Si l'expression est altérée ou diminuée, comme c'est souvent le cas 
pour des cellules infectées ou tumorales, le signal d'inhibition est levé et l'élimination de la 
cellule altérée survient. Par contre, si le patron d'expression du CMH 1 est normal, il y a 
maintien du signal d'inhibition et la cellule est épargnée (103) 
1.3.2 Organe de tolérance 
Plusieurs indices suggèrent que le foie serait un organe de tolérance. Mentionnons 
tout d'abord le principe de la tolérance orale. Tel que mentionné plus haut, le foie « filtre» 
plus de 2000 L de sang par jour, ce dernier renfermant une multitude d'antigènes étrangers. 
11 serait donc attendu qu'il puisse induire une certaine tolérance envers ces antigènes du 
non-soi. Plusieurs études ont démontré que l'induction d'une tolérance pouvait se faire par 
l'injection d'un antigène directement dans la veine porte (104). 
Bien qu'il ait été montré que les hépatocytes étaient en mesure de sécréter 
des protéines pro-inflammatoires, telle que la protéine C réactive (CRP - C-reactive 
protein) et le complément (105), il existe en général un environnement riche en cytokines 
promouvant une tolérance. En effet, parmi les cellules résidentes du foie, on sait que les 
macrophages résidents (cellules de Kupffer) et les LSEC produisent de façon continue de 
l'IL-IO ainsi que du TGF-p, deux cytokines de type Th2 (105). Récemment, un article 
publié par Wiegard et al. a montré deux principes importants quant à la réponse 
immunitaire au niveau du foie. Tout d'abord, dans un contexte d'inflammation (dans ce 
cas-ci une infection au LCMY), les auteurs ont montré que lorsque les lymphocytes T naïfs 
étaient activés par les hépatocytes exprimant le CMH II, ils se différenciaient en cellules 
Th2. De plus, lorsque les hépatocytes venaient en contact avec des cellules T activées de 
type Thl, ils réduisaient grandement leur capacité de sécréter de l'IFN-y. Les auteurs 
suggèrent qu'une faible expression d'un ligand (Delta-like) serait responsable de cet effet et 
que ceci pourrait expliquer la persistance de certaines infections du foie, telles que 
l'hépatite B et C (106). Plusieurs autres groupes ont confirmé que l'activation des 
\ 
16 
lymphocytes au niveau du foie était inefficace et que souvent les lymphocytes activés 
provenant de la périphérie devenaient souvent incompétents au cours d'une infection 
chronique (107-109). Enfin, il a été démontré que les cellules Th2 ont tendance à survivre 
alors que les lymphocytes avec un phénotype Th 1 ont tendance à devenir non-fonctionnels 
(110). Bref, en regroupant les différentes caractéristiques des cellules résidentes du foie, il 
est possible d'affirmer que le foie est un organe très particulier où une tolérance 
relativement constante doit être maintenue. 
1.4 Maladies autoimmunes du foie 
Trois maladies autoimmunes du foie sont actuellement reconnues. Ces dernières 
sont la cirrhose biliaire primitive (CBP), la cholangite sclérosante primitive (CSP) et l'HAl 
(HAl). 
1.4.1 Cirrhose biliaire primitive 
La cirrhose biliaire primitive ou CBP est une maladie autoimmune progressive qui 
mène à la destruction des canaux biliaires intrahépatiques, causant ainsi une cholestase 
chronique et des dommages irréversibles au foie. L'incidence en Amérique du Nord se situe 
entre 19 et 35 cas par million par année (111), alors que dans l'est du Canada il y aurait 
environ 25 personnes atteintes par million d'habitants par année (112, 1l3). Comme c'est le 
cas pour l'ensemble des MAI, il y a 10 fois plus de femmes que d'hommes atteintes de 
CBP (114). 
On retrouve dans la majorité des patients (90-95 %) la présence d'autoanticorps 
anti-mitochondrie (AMA), ces derniers étant considérés comme de bons marqueurs 
sérologiques de la CBP (114). Les autoantigènes ciblés par ces autoanticorps ont été 
identifiés: les sous-unités E2 du complexe de la pyruvate déshydrogénase ou PDC-E2 (les 
plus fréquemment reconnues), la chaîne ramifiée du complexe de la 2-oxo-acide 
déshydrogénase, le complexe de l'acide cétoglutarique déshydrogénase et, enfin, une 
protéine se liant à la dihydrolipoamide déshydrogénase (115, 116). Bien que ces antigènes 
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soient présents de façon ubiquitaire, la réponse autoimmune affecte principalement les 
cellules de l'épithélium biliaire. On retrouve également des autoanticorps anti-nucléaire 
dans environ la moitié des cas (114). De plus, on dénote un taux anormalement élevé 
d'immunoglobulines de type IgM chez une grande partie des patients atteint de CBP (114). 
Pour ce qui est de la réponse à médiation cellulaire, il est possible d'isoler des lymphocytes 
T CD4+ ou CD8+ spécifiques contre la PDC-E2 à partir du sang ou du foie des personnes 
avec une cirrhose biliaire primitive. Plusieurs études semblent démontrer leur implication" 
dans les dommages subis par l'épithélium des canaux biliaires (117, 118). Les facteurs 
menant au développement de la CBP sont inconnus. Plusieurs hypothèses classiquement 
émises pour les maladies autoimmunes ont été proposées, telles que le mimétisme 
moléculaire entre un agent pathogène et les autoantigènes (ex. E. coli ou N. 
aromaticivorans) (119) ou encore l'exposition à un agent chimique métabolisé par" le foie 
(ex. pesticide ou détergent) (120, 121). 
Trois critères principaux sont considérés au moment du diagnostic d'une CBP. Si 
2 critères seulement sont présents, une CBP sera soupçonnée, alors que lorsque les 3 
critères sont regroupés, un diagnostic de CBP peut être confirmé. Ces critères incluent la 
présence d'autoanticorps AMA, des niveaux d'enzymes hépatiques sériques élevés qui 
perdurent pour un minimum de 6 mois et une histologie démontrant une inflammation et 
une destruction partielle ou complète des canaux biliaires (122). L'histologie se caractérise 
principalement par une nécrose des canaux biliaires, une inflammation portale et parfois par 
la présence de granulomes (123, 124). Dans 50-60 % des cas, les patients avec CBP 
peuvent être asymptomatiques pendant plusieurs années (125). Lorsque les symptômes 
apparaissent, les patients souffrent le plus souvent de fatigue, de prurit (démangeaisons 
intenses) et parfois développent un ictère (126). D'autres caractéristiques fréquemment 
retrouvées au cours d'une CBP sont une hyperlipidémie, une hépatomégalie, de 
l'hypothyroïdie et une diminution de la densité osseuse. Également, comme la plupart des 
maladies autoimmunes, il est possible de retrouver d'autres manifestations autoimmunes 
concomitantes (127). Le traitement le plus couramment utilisé pour traiter la CBP est 
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l'acide ursodésoxycholique (URSO ou ursodiol) et, plus rarement, des corticostéroïdes, du 
methotrexate ou la cholchicine (128-130). En effet, plusieurs groupes dont celui de Poupon 
et al. ont démontré que le traitement des patients avec une CBP et AMA+ avec de l'acide 
ursodésoxycolique (URSO) améliorait à la fois le bilan biochimique et la survie des 
patients (131 ). 
Il Y a quelques décennies, l'espérance de vie des patients diagnostiqués avec une 
CBP sans transplantation hépatique n'était que d'environ 10 ans (132, 133). Près du quart 
de ces patients nécessitaient une transplantation suite à une défaillance hépatique (134). 
Cependant, il en est tout autrement aujourd'hui puisque le diagnostic survient plus souvent 
dans les stades moins avancés de la maladie (135, 136). Plusieurs facteurs ont été évalués 
pour tenter d'établir le pronostic des patients selon leurs bilans biochimique et histologique. 
L'utilisation de la présence et/ou du niveau d'autoanticorps sériques en tant que facteurs de 
risque est encore très controversée. Certaines études ont démontré que la présence 
d'anticorps anti-nucléaire et anti-muscle lisse, surtout l'isotypes IgG3, serait associée à un 
pronostic défavorable, avec un risque accru de progresser vers une insuffisance hépatique 
(13 7-139). Une autre étude réalisée sur une cohorte de patients nord-américains avait 
préalablement conclu qu'il n'y avait aucune association entre le titre d'autoanticorps AMA 
et la progression de la maladie. Ils avaient tout de même trouvé une faible relation, mais 
non significative, entre le titre d'IgG3 et une progression plus rapide de la maladie (140). 
Enfin, il a été rapporté que la progression de la maladie variait selon le profil 
d'autoanticorps présents chez un patient. En effet, la présence d'anti-centromère serait 
associée à un risque accru d'hypertension portale, alors que celle d'anti-gpI20 serait plutôt 
associée à une progression vers une insuffisance hépatique (141). Cependant, encore une 
fois, cette association a été mise en doute par une étude réalisée par Bogdanos et al. qui n'a 
pu confirmer ces résultats avec autant de conviction (142). Une composante ethnique et 
géographique pourrait expliquer ces différences. Finalement, d'autres études doivent être 
faites afin de déterminer hors de tout doute la place qu'occupent les autoanticorps dans 
l'évolution de la cirrhose biliaire primitive. D'autres facteurs de risque ont été proposés tels 
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qu'un historique familial de CBP, du Syndrome de Sjorgen ou de lupus, avoir fumé la 
cigarette, avoir subi une amygdalectomie ou une cholécystectomie, avoir eu des grossesses 
multiples, etc (126). Étonnamment, il semble n'y avoir aucune susceptibilité accrue à la 
CBP associée aux différents allèles du CMH (143). 
1.4.2 Cholangite sclérosante primitive 
La cholangite sclérosante primitive ou CSP est une affection menant à une fibrose 
oblitérante des canaux biliaires intra- et extra-hépatiques provoquée par une inflammation 
persistante. Ce qui déclenche ce processus inflammatoire est jusqu'à ce jour inconnu et 
l'inflammation peut éventuellement mener à une défaillance hépatique. Chez les adultes 
aussi bien que chez les enfants, la CSP est souvent accompagnée de maladies 
inflammatoires de l'intestin (MIl) (144, 145), principalement la colite ulcéreuse ou la 
maladie de Crohn (145). Ces patients ont souvent un historique familial de MIL Bien que 
moins de 5 % des patients soient atteints d'autres MAI (145), il est tout de même possible 
qu'un défaut génétique menant à un déficit au niveau de la régulation de la réponse 
immunitaire soit présent chez ces patients et leurs proches. 
Il n'existe aucune caractéristique exclusive à la CBP, mais plusieurs facteurs sont 
souvent présents. Ceux-ci incluent un niveau élevé de y-glutamyl transférase (GGT) et des 
transaminases (alanine aminotransférase - AL T et aspartate aminotransférase - AST), 
reflétant les dommages aux canaux biliaires et aux hépatocytes respectivement (145). De 
plus, on constate une hyperglobulinémie de type IgG (70 %) ou IgM (25 %) chez les 
enfants avec une CSP. Également, bien que ces anticorps ne soient pas spécifiques à la 
CSP, on retrouve parfois chez les patients des p-ANCA (Perinuclear anti-neutrophil 
cytoplasmic antibody), des anticorps anti-nucléaire et anti-muscle lisse. Les p-ANCA 
associés à une cholestase, décelée par un taux sanguin plus élevé de bilirubine que la 
normale, sont typiquement retrouvés chez les patients atteints de CSP (J 46). 
Les symptômes présents lors du diagnostic sont des douleurs abdominales, de la 
fatigue souvent accompagnée d'anorexie et d'une perte de poids, une hépatomégalie, une 
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splénomégalie, une ictère, un prurit et parfois de la fièvre (147). Une biopsie démontrant un 
œdème et une fibrose concentrique autour des canaux biliaires ainsi que la présence de 
cellules inflammatoires sont d'autres indices d'une CSP. Enfin, il y a fréquemment 
présence de sténose et d'une structure en « chapelet» (beading) des canaux biliaires chez 
les patients atteints de cholangite sclérosante primitive (146, 147). 
Comme pour la CBP et l'HAl, la CSP est une maladie qui touche très peu de gens. 
Par exemple, on dénote environ 0,9 nouveaux cas sur 100 000 par année aux États-Unis 
(148). L'âge moyen au moment du diagnostic chez les enfants est d'environ 14 ans. 
Contrairement à une majorité de MAI, la CSP est plus fréquemment retrouvée chez les 
garçons que chez les filles, avec un rapport de 2 : 1 (144). Par contre, une importante 
contribution génétique a été mise en cause pour la CSP. Différents haplotypes du HLA ont 
démontré une susceptibilité ou encore une protection: B8-TNF*2-DRB3*0101-
DRB 1 *0301-DQAI *0501-DQB 1 *0201 et DRB3*01 Ol-DRB 1 * 1301-DQA 1 *0103-
DQB 1 *0603 ou DRB4 *01 03-DRB 1 *040 I-DQA 1 *03-DQB 1 *0302, respectivement (149). 
Comme l'ensemble des MAI du foie, les dommages observés dans les cas de CSP 
seraient causés par la réponse à médiation cellulaire et non d'origine humorale 
puisqu'aucun anticorps spécifiquement dirigé contre un antigène des canaux biliaires n'a 
été répertorié. 
Enfin, les traitements actuellement administrés aux patients sont des 
immunosupresseurs généraux, soit des corticostéroïdes combinés à l'azathioprine. Un 
traitement à l'URSO peut améliorer les signes biochimiques, mais l'influence sur le 
pronostic est encore discutable (147). En effet, bien que la présence de lésions au niveau 
des canaux intralobulaires semble avoir un meilleur pronostic par rapport à celles 
retrouvées sur l'arbre biliaire extra-hépatique (150), l'espérance de vie médiane des patients 
avec une CSP est très courte, soit d'environ 12 ans (144). Une transplantation hépatique 
semble la solution ultime pour les patients ayant atteint un stade avancé de la maladie, 
celle-ci se traduisant souvent par une défaillance hépatique. 
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1.4.3 Hépatite autoimmune (HAl) 
L'HAl a tout d'abord été surnommée « hépatite chronique» par Kelsall et al. 
(151) en 1947, puis « hépatite lupoïde » par Mackay et collègues (152) environ dix ans plus 
tard en raison de la présence dans le sérum des patients d'anticorps anti-nucléaire, 
caractéristiques du SLE. Les caractéristiques cliniques et histologiques ont été à l'origine 
du terme « HAl chronique active auto immune». Celle-ci était caractérisée par la présence 
d'autoanticorps non spécifiques d'organe ainsi qu'un taux élevé d~immunoglobulines 
sériques. Enfin, l'appellation « HAl» a été proposée par le Groupe international d'étude sur 
l'HAl dans les années 90 (153). 
L'HAl est une maladie d'étiologie inconnue caractérisée par un bris de tolérance 
envers certaines protéines hépatiques. 11 en résu lte une infiltration massive de cellules 
immunitaires dans le foie, causant la destruction progressive du parenchyme hépatique. La 
prise d'immunosuppresseurs est utilisée pour contrôler la maladie puisqu'il n'existe aucun 
traitement spécifique jusqu'à ce jour. Dans 10-20 % des cas, une transplantation hépatique 
peut s'avérer nécessaire et ce, même lorsque le patient est sous traitement (154, 155). 
L'évolution de la maladie est caractérisée par de fortes périodes d'activité et de périodes de 
rémission. Elle comporte plusieurs caractéristiques typiques: une 
hypergammaglobulinémie, la présence d'autoanticorps circulants, de faibles niveaux du 
facteur C4 du complément ainsi qu'une forte prévalence des haplotypes HLA-B8, HLA-
DR3 et HLA-DR4 (153). Deux types d'HAl existent selon le type d'autoanticorps détecté 
dans le sérum, soit le type 1 (anti-nucléaire et anti-muscles lisses) et le type 2 (anti-LKMl -
anti-liver-kidney microsome type 1 et anti-LC 1 - anti-liver-cytosol type 1). Enfin, plusieurs 
évidences indiquent que l'HAl est une maladie plurifactorielle où il faut considérer à la fois 
l'âge et le sexe du patient, la génétique et les facteurs environnementaux. 
La prévalence de l'HAl varie énormément selon la situation géographique, 
puisque la génétique et l'environnement dans lequel évoluent les populations leur sont 
propres. En Europe du Nord, elle touche environ 170 personnes par million d'individus. 
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Similairement, l'Europe de l'Ouest et l'Amérique du Nord comptent entre 50 et 200 cas par 
million de personnes (156). L'HAl de type 1 est la plus commune. Par exemple, environ 90 
% des patients atteints d'HAl en Allemagne sont de type 1 (156). 
L' HAl atteint surtout les femmes, avec une prépondérance de 4 : 1 pour le type 1 et 
de 9:1 pour le type 2 (147). Bien que l'HAl puisse être diagnostiquée à l'âge adulte, elle 
est davantage reconnue comme une maladie pédiatrique. L'âge moyen au diagnostic est 
respectivement de 10 ans et 6,5 ans pour les types 1 et 2 (157, 158). 
1.4.3.1 Diagnostic 
Les premiers signes cliniques fréquemment décelés au moment du diagnostic sont 
ceux d'une hépatite aiguë ou d'une maladie chronique du foie. Dans de plus rares cas, une 
hépatite fulminante est la forme de présentation (155, 159). Également, on retrouve souvent 
chez les patients (>40 %) d'autres MAI extrahépatiques telles le diabète de type 1, l'arthrite 
rhumatoïde, la thyroïdite autoimmune, ou encore la colite ulcéreuse pour ne nommer que 
les plus fréquentes. Des cas de MAI dans la famille immédiate des patients atteints d'HAl 
sont aussi fréquemment reportés (147, 158, 159). Certaines de ces MAI sont plus souvent 
associées à un type particulier d'HAl, alors que d'autres peuvent être présentes aussi bien 
avec le type 1 que le type 2 (147). La présence d'autres MAI chez les patients atteints 
d'HAl et leurs proches suggère que des composantes génétiques prédisposeraient à 
l'autoimmunité. 
Le niveau des transaminases sériques (AL Tet AST) peut atteindre jusqu'à 50 fois 
la normale (157, 158). Cependant, des niveaux normaux ou légèrement élevés de 
transférase y-glutamyl et de phosphatase alcaline (PA) sont souvent rapportés (160). 
L'hypergammaglobulinémie retrouvée chez la majorité des patients est causée par une 
prolifération non-spécifique des lymphocytes B sécrétant des anticorps. Les taux d'lgG 
peuvent dépasser 30g/L dans certains cas d'HAl de type 1 (157, 158). 
Les autoanticorps détectés dans le sérum des patients permettent de les associer à 
l'un ou l'autre des types d'HAL Dans les cas d'HAl de type 1, on retrouve la présence 
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d'anticorps anti-nucléaire dans le sérum de près de 70 % des patients (161), qui sont dirigés 
contre une variété d'antigènes (ex. ADN, centromères, ribonucléoprotéines, cycline A, 
histones ... ) (162, 163) et/ou d'anticorps anti-muscle lisse, qui eux, sont dirigés 
particulièrement contre les filaments d'actine (164). Ces derniers sont normalement 
détectés à de hauts niveaux dans le sérum des patients avec HAl de type 1 (159). 
Par contre, la présence d'anticorps anti-microsomes du foie et des reins (anti-
LKMI) et/ou d'anticorps anti-cytosol du foie de type 1 (anti-LCl) est associée avec l'HAl 
de type 2. Les anti-LKM 1 ont pour cible une protéine de 50kDa, le cytochrome P450 206, 
impliquée dans le métabolisme des médicaments et des xénobiotiques (165, 166). Les anti-
LC 1 sont dirigés contre la formiminotransférase cyclodésaminase (62 kDa) (167), une 
enzyme bifonctionnelle qui participe à la conversion de l'histidine en acide glutamique 
(168). Ces deux autoantigènes sont principalement exprimés dans le foie (168, 169). Dans 
la moitié des cas d'HAl de type 2, des anticorps anti-LKM 1 sont les seuls marqueurs 
sérologiques détectés (157, 158, 164), alors que dans une moindre proportion (10 %), ce 
sont les anti-LC 1 seulement (170). Par contre, il est possible de détecter les deux types 
d'autoanticorps simultanément dans environ 40 % des cas répertoriés (171). Les anti-
LKMl peuvent être présents dans d'autres maladies, telles que l'hépatite médicamenteuse, 
l'APECED/APS-I et dans certains cas d'hépatites Cet 0 chroniques (164). Également, des 
anti-LCI sont détectés chez environ 12 % des patients infectés par le virus de l'hépatite C 
(VHC), avec ou sans la présence d'anti-LKMl (172). 
D'autres autoanticorps peuvent être détectés, bien qu'à des titres beaucoup plus 
faibles, tels que les anticorps anti-antigènes solubles du foie (anti-SLA - an ti-soluble liver 
antigen). Les anti-SLA reconnaissent notamment une protéine d'environ 50kDa associée à 
l'ARN de transfert suppresseur UGA ou tRNP(Ser)Sec (173-175). Également, des anticorps 
anti-récepteur de l'asialoglycoprotéine (ASGP-R - anti-asialoglycoprotein receptor) sont 
retrouvés surtout chez les cas d'HAl type 1 (75 %), alors qu'il ne sont présents que chez 40 
% des cas de type 2 (176). De plus, il a été noté que les autoanticorps dirigés contre le 
récepteur de l'asialoglycoprotéine sont de bons marqueurs de l'inflammation, puisque leur 
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titre corrèle avec l'activité de la maladie. Cependant, puisque certains de ces autoanticorps 
sont très souvent absents chez les patients ou encore détectés chez des sujets sains, ils ne 
peuvent pas être considérés de bons marqueurs pour mener au diagnostic d'une HAL 
1.4.3.2 Réponse humorale 
La réponse humorale chez les patients atteints d'HAl a été longuement étudiée et 
est donc très bien caractérisée comparativement à la réponse T. Les patients atteints d'HAl 
de type 2 reconnaissent principalement cinq épitopes linéaires, soit le CYP2D6196-218, le 
CYP2D6254-271, le CYP2D6321_351, le CYP2D6373-389 et le CYP2D64 10-429. Le plus important 
est le CYP2D6254_271 (72, 177-180). De plus, il a été démontré que l'épitope 
conformationnel CYP2D6316-327 pourrait s'avérer être une cible préférentielle des anti-
LKMl, bien que certaines études aient établi que l'entièreté de la partie C-terminale 
contribuerait à l'immunogénicité de la protéine (181). 
Pour ce qui est des sites immunogéniques ciblés par les anti-LCl, il a été démontré 
que les 146 acides aminés de la portion C-terminale de la protéine FTCD étaient suffisants 
pour détecter tous les patients séropositifs, ce qui laisserait croire qu'au moins un éphope 
majeur reconnu par tous les patients se trouve dans cette région de la protéine (179). Par 
contre, un autre groupe de chercheurs a obtenu des résultats qui diffèrent de ceux trouvés 
par Vitozzi et al. En effet, dans leur cohorte de patients avec une HAl de type 2, 40 % des 
sérums reconnaissaient à la fois la région N- (aa 1-339) et C-terminale (aa 332-541),35 % 
la portion N-terminale seulement et 35 % ne reconnaissaient aucune des deux. Aucun des 
sérums ne réagissait qu'avec la partie C-terminale seulement (182). Ces différences 
pourraient être expliquées par l'espèce utilisée pour l'étude. Le groupe de Vitozzi et al. a 
procédé à l'étude à l'aide de la FTCD humaine, alors que le groupe de Muratori et al. a 
plutôt utilisé la protéine du rat. Enfin, tout comme pour les anti-ASGP-R, les niveaux des 
anti-LCI corrèlent avec les niveaux d'ALT sériques et donc avec l'activité de la maladie 
(183). De ce fait, ces derniers pourraient donc être utilisés pour suivre l'évolution de la 
maladie ainsi que l'efficacité du traitement immunosuppresseur (184, 185). 
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Le rôle des autoanticorps dans le processus pathologique de l'HAT reste un sujet 
de controverse, puisqu'aucune étude n'a pu apporté d'éléments démontrant clairement leur 
implication. Deux mécanismes impliquant les anticorps ont été proposés pour expliquer la 
lyse des cellules hépatiques. Premièrement, il y a la cytotoxicité à médiation cellulaire 
dépendante de l'anticorps (ADCC - antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) qui 
consiste à la liaison d'un anticorps spécifique à l'antigène. Par la suite, des cellules 
immunitaires ayant un potentiel cytotoxique se lient à la région Fc de l'anticorps via leurs 
récepteurs membranaires et induisent la lyse de la cellule cible (186). Les cellules 
immunitaires pouvant participer à l'ADCC sont les cellules NK, les macrophages, les 
monocytes, les neutrophiles et les éosinophiles. Le deuxième mécanisme proposé est la lyse 
médiée par le complément. Il existe trois voies d'activation du complément (classique, 
lectine et alterne), mais seulement la voie classique implique une liaison antigène/anticorps 
et peut conséquemment être considérée dans la lyse des hépatocytes (187). La plupart des 
autoantigènes impliqués dans l'HAl sont intracellulaires, bien qu'il y ait controverse quant 
à la localisation du CYP2D6 (188-191). Or, pour que les phénomènes de lyse mentionnés 
ci-haut puissent survenir, les antigènes doivent obligatoirement être exposés à la surface de 
la cellule. Jusqu'à ce jour, un seul antigène pourrait être impliqué dans le déclenchement de 
la réponse immune, le récepteur de l'asialoglycoprotéine, puisqu'il a été démontré qu'une 
portion de la protéine reconnue par les autoanticorps serait exposée à la surface (192). Par 
contre, il semble moins probable que la lyse survienne par l'activation de la voie classique 
du complément puisque chez un I)ombre important de patients, il y a une déficience en 
composantes du complément, notamment le facteur C4 (193) 
1.4.3.3 Réponse à médiation cellnlaire 
Chez les patients atteints d'HAl, peu de choses sont connues sur la réponse à 
médiation cellulaire. Des cellules T contre le CYP2D6 et le récepteur de 
l'asialoglycoprotéine ont notamment été isolées de biopsies hépatiques ainsi que du sang 
périphérique des patients atteints d'HAL Dans ce cas, elles se sont avérées être des 
lymphocytes T CD4+ de type Th! qui pouvaient sécréter de l'IFN-y et du TNF-a (192, 194, 
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195). Plusieurs épi topes du CYP2D6 sont reconnus par les lymphocytes isolés de patients 
atteints d'HAL Parmi eux, mentionnons les épitopes CYP2D6305-364et CYP2D64JO-444 qui 
ont été identifiés à partir du sang périphérique (196). Un fait très intéressant à propos de ces 
épitopes est qu'ils se retrouvent dans la même région antigénique que les séquences 
reconnues par les lymphocytes B. Une autre étude réalisée par le groupe de Longhi et al., 
mais cette fois en isolant des lymphocytes T CD8+ intrahépatiques, a montré que l'épitope 
majoritairement reconnu par ces derniers était le CYP2D6245-254 (197). 
Malgré le peu de connaissance sur la réponse T, il existe tout de même de plus en 
plus d'évidences convaincantes sur le rôle de la réponse à médiation cellulaire dans la 
maladie. Tout d'abord, on sait que certains patients infectés par le VHC développement une 
réaction autoimmune contre le foie. On retrouve des anticorps anti-LKMl chez 2-10 % des 
patients infectés par le VHC (74, 198), alors que 12 % des patients possèdent des anticorps 
anti-LCI (172). Des chercheurs ont montré qu'il existait une réponse croisée au niveau de 
la réponse à médiation cellulaire entre un épitope du VHC (Core 178-187) et des 
autoantigènes membres de la famille des cytochromes P450 (CYP2A68-17 et CYP2A78-17) 
(199). Ceci est une preuve supplémentaire que le mimétisme entre un agent infectieux et un 
autoantigène pourrait déclencher un processus autoimmun au niveau du foie. Un autre 
exemple de l'implication de la réponse immune à médiation cellulaire est le modèle animal 
créé par le groupe de Kuriki et al. Ce modèle animal consistait à immuniser des souris avec 
un homogénat de foie syngénique couplé à un adjuvant. Ils ont réussi à reproduire l'atteinte 
autoimmune au foie par transfert adoptif des splénocytes des souris immunisées à des 
souris syngéniques irradiées (200). Ensuite, une corrélation entre l'activité de la maladie 
des patients atteints d'HAl et l'intensité de la réponse des lymphocytes T CD8+ a été établie 
(197). Enfin, il s'avère que les patients atteints d'HAl posséderaient moins de cellules Treg 
que la normale et que ces dernières auraient un déficit fonctionnel. Ainsi, les cellules T 
autoréactives CD4+ et/ou CD8+ ne seraient plus sous l'immunosurveillance des 
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1.4.3.4 Système de pointage 
Afin de faciliter le diagnostic d'une HAl, 
un système de pointage a été développé par 
le Groupe International sur l'HAL Ce 
système, qui s'est avéré très efficace pour 
le diagnostic, avec une sensibilité de 97-
100 % (158, 160,202), permet d'attribuer 
un certain nombre de points (positifs ou 
négatifs) selon une grille de paramètres 
bien établis, en considérant par exemple les 
niveaux d'autoanticorps sériques, la 
consommation quotidienne d'alcool, 
J'existence de certains marqueurs d'une 
infection virale, le sexe et la génétique du 
patient (153) (Figure 1). Un pointage au-
delà de 15 avant traitement ou de 17 en 
cours de traitement nous assure d'un cas 
d'HAL Par contre, si un patient obtient un 
pointage entre 10-15 ou entre 12-17 avant 
ou après un traitement immunosuppresseur 
respectivement, le diagnostic en est 
Figure 1: Système de pointage pour le 
un d'HAl « probable ». diagnostic d'une HAl élaboré par le 
Groupe International sur l'HAl. Figure L'histologie est une caractéristique 
importante dans le diagnostic d'une HAl et 
adaptée d'Alvarez et al. J Hepatol 1999 
(160) permet de définir la gravité de la maladie. 
L'échelle d'Ishak est couramment utilisée 
pour quantifier le degré d'inflammation hépatique et celle-ci se base sur la présence des 
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critères suivants: 1) hépatite périportale ou d'interface, 2) nécrose focale, 3) nécrose focale 
ou inflammation intralobulaire, et enfin, 4) inflammation portale (203). Dans la majorité 
des biopsies prélevées chez des enfants atteints d'HAl, il Y a présence d'inflammation 
portale et lobulaire d'intensité modérée à sévère ainsi que d'une hépatite d'interface. 
Également, on retrouve la présence de nécrose en ponts dans plus de la moitié des cas (158, 
202). Enfin, dans certains cas d'hépatite jugés sévères, l'histologie peut démontrer un 
parenchyme transformé par la présence de rosettes et de cellules géantes multinucléées 
(202). 
1.4.3.5 Susceptibilité génétique 
L'HAl est considérée comme une maladie polygénique, où plusieurs gènes ont été 
identifiés comme facteurs de prédisposition. Les gènes les plus importants seraient les 
gènes du CMH, plus précisément les gènes « human leucocyte antigen » (HLA). Il existe 
trois régions majeures du CMH : 1, II et III. La région du CMH 1 code pour les HLA-A, -B 
et Cw. Celle du CMH II, quant à elle, code pour les HLA-DR, -DQ et -OP et enfin, la 
région CMH III est responsable de la production de protéine impliquées dans la réponse 
immunitaire, telles que le facteur de nécrose des tumeurs"a et -p (Tumor necrosis factor -
TNF-a et TNF-P), certaines composantes du complément (C2, C4A, C4B et Bf), la protéine 
de choc thermique et Mic-a et Mic-p (159, 204). Chez les Caucasiens, les gènes HLA-Al, 
HLA-B8 et HLA-DR3 ont été associés à l'HAl de type 1. De plus, lorsque tous ces allèles 
sont présents chez un même individu, le risque de développèr une HAl de type 1 est encore 
plus élevé (205). En plus de ce risque accru, les patients ayant un haplotype HLA A 1-B8-
DR3 sont significativement plus jeunes et répondent moins bien aux traitements. 
Conséquemment, ils ont plus de chances de rechute durant le traitement et ont plus souvent 
besoin d'une transplantation hépatique (156). Également, d'autres MAI ont été associées 
avec le HLA-DR3, telles que la maladie de Graves, la myasthénie gravie et le SLE (205). 
Enfin, un autre allèle, le HLA-DR4, est associé avec l'HAl de type 1. Cet allèle a 
également été relié à la présence d'autres MAI concomitantes, soit la thyroïdite 
autoimmune, la maladie de Graves, la colite ulcéreuse et l'anémie pernicieuse (206). Dans 
29 
la population japonaise (35, 207, 208) et la population mexicaine (209), le HLA-DR4 
semble être relié à une plus grande susceptibilité à l'HAl de type 1. Chez les Argentins 
caucasiens, le HLA-DR4 est également associé à une susceptibilité à l'HAL Cependant un 
autre allèle, le HLA-All, conférerait également un risque accru d'être atteint d'une HAl de 
type 1(36). 
Pour ce qui est de l'HAl de type 2, il semble qu'il n'y ait pas d'association avec 
HLA DR3 ou DR4 au sein d'une cohorte allemande (210). Par contre, l'allèle HLA 
ORB 1 *07 semble être un facteur de risque plus important de développer une HAl de type 2 
puisqu'il a été retrouvé aussi bien chez les Allemands que chez les Brésiliens. D'autres 
allèles ont été identifiés comme facteurs de risques, soit une combinaison des HLA 
ORB 1 * 15 et DQB 1 *06 pour les Allemands et le HLA ORB 1 *03 dans la population 
brésilienne (211, 212). Une autre étude a également démontré une association entre le 
HLA-DQBl*0201, HLA-ORB1*03 et HLA-DRBl*07 et la susceptibilité à l'HAl de type 
2 dans une cohorte pédiatrique caucasienne (213, 214). 
Ensuite, un autre gène de susceptibilité dans la région du CMH a été identifié, le 
facteur C4 du complément. Tel que mentionné précédemment, le facteur C4 est retrouvé à 
de faibles niveaux chez les patients avec une HAL Le groupe de Vergani et al. a décelé une 
association entre une mutation délétère dans le gène C4 qui corrélait avec la faible quantité 
de C4 retrouvée dans le sérum des patients et donc à un facteur de risque plus élevé de 
développer la maladie (193, 215, 216). 
Bien que les gènes du CMH semblent jouer un rôle important dans la susceptibilité 
à l'HAl, d'autres gènes hors CMH seraient également impliqués, notamment la molécule 
CTLA-4 et le facteur de transcription AIRE. CTLA-4 est un récepteur exprimé entre autre à 
la surface des cellules T et qui sert à réguler négativement la réponse immunitaire lorsque 
l'infection est sous contrôle et pour éviter une activation prolongée des lymphocytes. Un 
déséquilibre de liaison a été noté dans la transmission d'un certain polymorphisme dans une 
population pédiatrique (Canadien français et Français) atteinte d'HAl de type l, alors 
qu'aucune association n'a pu être faite pour le type 2 (217). Cependant, il ne semble pas 
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que la molécule CTLA-4 soit associée à l'HAl dans toutes les populations puisque le 
groupe de Bittencourt et al. n'a trouvé aucune différence entre le groupe contrôle et les 
patients avec une HAl de type 1 ou de type 2 dans une cohorte brésilienne (218). 
Finalement, plusieurs études ont établi qu'aucune association n'existait entre le gène AIRE 
et l'HAl de type 1 ou 2 (214, 219, 220). Cependant, une de ces études suggère que la 
présence de certains polymorphismes dans le gène AIRE et d'une HAl chez un patient 
pourraient laisser présager le développement éventuel des symptômes associés à 
l'APECED (220) 
1.4.3.3 Facteurs environnementaux 
Comme c'est le cas pour plusieurs maladies, les facteurs environnementaux sont 
souvent mis en cause pour le déclenchement d'une maladie. L'étude de jumeaux 
monozygotes a permis de démontrer que l'environnement dans lequel les individus 
évoluaient avait un impact sur le développement ou non d'une maladie. Puisque les 
jumeaux monozygotes possèdent exactement la même constitution génétique, ce facteur 
peut être écarté et un ou plusieurs éléments de l'environnement peuvent être pointés du 
doigt. Dans le cas de l'HAl, deux événements majeurs ont été proposés comme éléments 
déclencheurs de la réaction auto immune : une infection préalable par un virus hépatotrope 
ou encore une hépatite médicamenteuse (I47, 156). 
Dans les cas d'infection virale, aucune preuve définitive n'a pu être apportée 
puisque souvent, lorsque l'HAl est diagnostiquée, il ne reste plus de traces de l'infection. 
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le déclenchement de l'HAl, soit le 
mimétisme moléculaire, la modification ou la relâche de protéines du soi séquestrées par le 
virus, une activation polyclonale des lymphocytes ou encore l'activation de lymphocytes 
par une relâche massive de cytokines. 
Le mimétisme moléculaire peut survenir lorsqu'un anticorps ou une cellule T 
dirigés contre un peptide étranger (ex. bactérien ou viral) peut également réagir contre une 
protéine du soi qui est très similaire. Un tel cas a été détecté chez des patients infectés par 
le VHC et positifs pour la présence d'anticorps anti-LKMl. En effet, les anti-LKMl 
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retrouvés dans le sérum de ces patients pouvaient réagir contre deux protéines du VHC, soit 
NS3 et NS5a. De plus, l'épitope reconnu par les autoanticorps isolés de ces patients infectés 
chroniquement avec le VHC est situé dans la même région qu'un des épitopes majeurs 
reconnu par les patients atteints d'HAl de type 2 (74). De plus, un autre cas de mimétisme 
moléculaire avec une autre protéine du VHC (la protéine E 1) a également été reporté par 
Bogdanos et al. dans une cohorte similaire de sujets atteints d'hépatite C et ayant des anti-
LKMl. Cependant, pour que la détection de cette réaction croisée soit possible, les patients 
devaient posséder un haplotype particulier, soit le HLA B51 (221). De plus, une similitude 
entre l'épitope majeur des anti-LKMl et une protéine du virus de l'VHS type 1, IEP175, a 
été rapportée (72, 222). De la même manière, un cas de mimétisme moléculaire entre la 
protéine FTCD et la protéine 101K du HHV-6 a été suggéré par Lapierre et al. (73). 
L'hypothèse de mimétisme moléculaire a été vérifiée dans plusieurs modèles animaux 
d'HAl (223, 224), mais également dans d'autres cas de maladies autoimmunes comme par 
exemple le diabète de type 1 (225, 226) et l'encéphalomyélite allergique expérimentale 
(227). 
Pour ce qui est des cas d'HAl induite par les médicaments, plusieurs cas d'hépatite 
ont été décelés surtout chez de jeunes femmes qui étaient traitées par la minocycline. Cet 
antibiotique utilisé notamment contre l'acné provoquait également l'apparition d'un 
syndrome apparenté au lupus avec les caractéristiques qui y sont habituellement associés 
(anticorps anti-nucléaire, p-ANCA et certains autoanticorps dirigés contre des protéines 
hépatiques) (228, 229). Heureusement, les symptômes disparaissent généralement avec 
l'arrêt du traitement. De telles manifestations pourraient être expliquées par une 
modification des différents antigènes du soi par le médicament. Selon cette hypothèse, les 
protéines modifiées deviendraient des néoantigènes qui seraient nouvellement reconnus par 
le système immunitaire, induisant ainsi la réponse autoimmune (159). 
1.4.3.4 Traitements 
Puisqu'il n'existe pas encore de traitement spécifique contre l'HAl, la prise 
d'immunosuppresseurs est préconisée. Chez l'adulte, il a été montré que dans 75 % des cas, 
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l'état des patients traités avec des immunosuppresseurs s'améliorait (230). De plus, le taux 
de survie après 10 ans se situe entre 80-93 % (231). Cependant, si les patients ne subissent 
aucun traitement immunosuppresseur, leur chance de survie est grandement diminuée. 
Effectivement, le taux de survie après 5 ans est de 50 %, alors qu'après 10 ans, il n'est que 
de 10 % (232-234). 
Le traitement le plus couramment utilisé est l'administration de prednisone et/ou 
d'azathioprine. La prednisone est un corticostéroïde synthétique qui intervient à plusieurs 
niveaux dans l'instauration de la réponse immunitaire, notamment en diminuant la 
perméabilité vasculaire et en inhibant l'adhérence et l'activation des cellules immunitaires. 
Quant à l'azathioprine, elle est un analogue des purines et conséquemment elle empêcherait 
la prolifération cellulaire en inhibant la synthèse des purines ou encore endommagerait leur 
ADN en s'y incorporant à la place des « vraies» purines (235). Les doses varient selon 
l'intensité de la maladie, allant de 0,3 à 1,0 mg/kg/jour pour la prednisone et de 1,0 à 
3,Omglkg/jour pour l'azathioprine (147). 
Bien que les corticostéroïdes soient le traitement le plus utilisé, ceux-ci permettent 
de provoquer une panoplie d'effets secondaires indésirables chez les patients. 
Fréquemment, ils doivent être administrés à hautes doses afin de contrôler l'-inflammation 
et conséquemment, ils provoquent une diminution du taux de croissance chez l'enfant, une 
intolérance au glucose, un faciès cushingoïde, une prise de poids, de l'ostéoporose, des 
vergetures sur l'abdomen ou les hanches, des problèmes psychiatriques, de l'hypertension, 
des infections opportunistes et enfin, des cataractes (236). Conséquemment, des alternatives 
thérapeutiques ont été proposées. L'une d'elles est l'utilisation de la cyclosporine, qui est 
couramment utilisée comme immunosuppresseur dans la greffe hépatique, et qui s'avère 
efficace dans le contrôle de la maladie en plus d'occasionner peu d'effets secondaires 
lorsqu'utilisée pendant une courte période de temps (202). La cyclosporine est 
habituellement prescrite comme traitement primaire, d'une durée d'environ 6 mois, pour 
ensuite être remplacée par de faibles doses de prednisone et d'azathioprine (202). 
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Au cours des études, certaines caractéristiques retrouvées chez les patients atteints 
d'HAl ont été associées à un mauvais pronostic. Celles-ci incluent le jeune âge du patient, 
la présence d'anticorps anti-LKMl, de hauts niveaux de bilirubine totale et enfin un score 
histologique élevé au moment du diagnostic (158). De plus, la plupart des patients se 
présentant avec une hépatique fulminante n'ont habituellement pas ou très peu de réponse 
au traitement (155). 
1.5 Modèles animaux d'HAl 
Le traitement actuel contre l'HAl consiste en une immunosuppression générale 
étant donné nos connaissances très restreintes sur la maladie. Afin de permettre le 
développement d'un traitement plus efficace, spécifique et avec le moins d'effets 
secondaires indésirables, il est essentiel de comprendre les mécanismes régissant le 
développement et la perpétuation de la réaction autoimmune. Pour ce faire, le 
développement d'un modèle animal est essentiel. Plusieurs tentatives ont été réalisées 
jusqu'à maintenant pour créer un modèle efficace, mais aucun n'est parvenu à regrouper 
l'ensemble des caractéristiques cliniques présentes chez les patients atteins d'HAL Afin 
d'obtenir un modèle animal optimal, le plus grand nombre des caractéristiques typiques de 
l'HAl devrait être rassemblé, notamment la présence d'autoanticorps dirigés contre les 
antigènes hépatiques, une inflammation Iymphoplasmocytaire chronique dans le foie qui 
mènerait éventuellement à une fibrose hépatique et enfin, la démonstration de l'implication 
de certains facteurs génétiques. Plusieurs différents types de modèles d'HAl ont été générés 
en utilisant divers concepts, comme par exemple la surexpression d'antigènes hépatiques, la 
conception de souris transgéniques ou invalidées pour un gène particulier (KO) ou encore 
l'utilisation de composantes qui activent ou suppriment la réponse immune telles des 
cytokines (ex. TGF-P) ou des molécules agissant comme adjuvant (Ex. Concanavaline A). 
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1.5.1 Injection du S-100 
Un des premiers modèles générés et également l'un des plus étudié est sans aucun 
doute celui du S-IOO (200, 237-239). Celui-ci est produit par l'injection de la fraction du 
surnageant 100 OOOg d'un homogénat de foie syngénique en combinaison avec l'adjuvant 
complet de Freund (CFA - Complete Freund's adjuvant) (239). Ces souris ont développé 
une hépatite d'une durée de 6 mois suite à une seule injection, avec une élévation modérée 
des transaminases. Le niveau des transaminases et l'histologie démontraient un pic de la 
réponse au cours de la 4e semaine suivant l'injection avec une infiltration périvasculaire et 
des signes évidents de nécrose hépatique. Lohse et collègues ont également montré une 
influence du bagage génétique dans le développement de la maladie, les souris C57BL/6 
étant plus susceptibles à la maladie que les BALB/C et les C3H. Des autoanticorps et des 
cellules T autoréactives spécifiques contre des antigènes du S-IOO ont été détectés. 
Également, les auteurs ont pu démontrer la présence de cellules régulatrices parmi les 
splénocytes, qui pouvaient supprimer la fonction des cellules autoréactives in vitro, 
démontrant ainsi un rôle important des cellules T suppresseurs pour prévenir l'induction de 
l'hépatite (240). Ce modèle semblait bien prometteur jusqu'à ce qu'une étude subséquence 
ait dévoilé que l'injection de CFA seul provoquait l'apparition d'inflammation non 
spécifique notamment dans le foie, les poumons et la rate et n'était donc pas spécifique 
d'organe (241). 
1.5.2 Concanavaline A 
Dans les années 90, un autre modèle couramment utilisé pour l'étude de l'hépatite 
aiguë est celui de la Concanavaline A (ConA). La ConA est une lectine mitogène provenant 
d'un extrait de plante qui, lorsqu'injectée, engendre une activation polyclonale, et donc non 
spécifique, des cellules T qui génèrent par la suite une inflammation hépatique. En plus de 
l'activation directe des lymphocytes (242), la relâche de cytokines par les lymphocytes 
activés activerait les cellules environnantes par effet de proximité (phénomène connu sous 
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l'appellation « bystander effect» dans la littérature anglaise). La ConA participerait à 
l'induction de la cytotoxicité des cellules T, de servir de point d'attache entre les cellules 
cibles et les cellules effectrices, permettant ainsi à ces dernières de médier leurs effets 
(243). La mort des hépatocytes serait cellules T dépendante, puisqu'aucun dommage n'est 
détecté chez des souris SCID (ni B ni T) et athymiques (242, 244-246). L'utilisation d'un 
anticorps monoclonal anti-CD4+ a permis de déterminer plus précisément un rôle essentiel 
de ces cellules dans les dommages hépatiques. De plus, il a été démontré que les cellules de 
Kupffer, les cellules NK et NKT seraient également nécessaires puisque leur déplétion 
prévient l'apparition d'une hépatite (242, 247). Il semble que l'atteinte hépatique n'ait pas 
d'association avec le bagage génétique puisque les deux lignées de souris étudiées 
(BALB/c et C57BL/6) étaient aussi susceptibles l'une que l'autre (242, 248). Les auteurs 
ont également démontré qu'ils pouvaient prévenir l'inflammation en traitant préalablement 
les souris avec des immunosuppresseurs (cyclosporine A et FK506) couramment utilisés 
pour traiter certaines maladies autoimmunes, incluant l'HAl (202). 
Bien que ce modèle comporte certaines caractéristiques générales de l'HAl, il n'est 
pas très représentatif de la complexité de cette maladie. L'absence de chronicité, de 
l'implication de facteurs génétiques et surtout de la non-spécificité de la réponse 
immunitaire médiant les dommages hépatiques limitent grandement l'utilisation de ce 
modèle pour l'étude de l'HAL 
1.5.3 Souris transgénique IFN-y 
Le groupe de Toyonaga et al. a développé un modèle de souris transgéniques qui 
expriment de l'IFN-y (Tg-IFN-y), une cytokine pro-inflammatoire, sous le contrôle du 
promoteur de la composante P de l'amyloïde sérique. Ce promoteur permet une expression 
spécifique au niveau du foie (249). L'étude de ces souris Tg-IFN-y a permis de détecter une 
augmentation progressive des transaminases hépatiques à partir de la semaine 4 qui 
corrélait avec l'apparition d'inflammation lobulaire suivie d'une infiltration portale. Les 
auteurs soutiennent même qu'il y aurait présence de fibrose à la semaine 26. Aucune 
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inflammation ailleurs que dans le foie n'a été retrouvée. La spontanéité, la chronicité, 
l'inflammation exclusivement retrouvée dans le foie ainsi que les niveaux élevés des 
transaminases maintenus sur une longue période sont des caractéristiques importantes 
retrouvées chez les patients atteints d'HAL De plus, ces souris transgéniques permettent de 
démontrer que l'expression d'IFN-y à des niveaux physiologiquement significatifs promeut 
la perpétuation de l'inflammation et dénote généralement d'une réponse de type Th 1 telle 
que retrouvée dans l'HAL (250). Cependant comme pour le modèle de la ConA, 
l'inflammation est non spécifique à un ou des antigènes donnés. Ceci est une importante 
lacune pour un modèle d'HAL puisque la présence d'autoanticorps dirigés contre le noyau 
et/ou les muscles lisses (HAl de type 1) ou anti-LKMI etlanti-LCI (HAl de type 2) est 
souvent utilisée comme marqueurs de la maladie. 
1.5.4 Souris transgénique Alb-GP33 
Un modèle de souris transgéniques exprimant l'épitope majeur CD8+ de la 
glycoprotéine 33 (GP33) du LCMV (Alb-GP33) a été généré par l'équipe de Voehringer 
(251). Dans ce modèle, la GP33 était sous le contrôle du promoteur de l'albumine. 
Conséquemment, non seulement la protéine était exprimée dans le foie, mais elle l'était 
également dans le thymus. L'expression thymique d'antigène du soi ou encore de néo-
antigène comme la GP33 provoque généralement une délétion des clones autoréactifs afin 
d'éviter toute réaction autoimmune éventuelle. En effet, les auteurs ont découvert que près 
de 90 % des cellules T CDS+ spécifiques avaient été éliminées et donc, aucune réaction 
autoimmune spontanée contre la GP33 n'a pu être décelée dans le foie ni ailleurs. Puisque 
la délétion clona le était incomplète, ils ont tenté de briser la tolérance des clones toujours 
présents de deux façons: 1) en effectuant un transfert adoptif de cellules T naïves arborant 
un TCR transgénique spécifique à la GP33 dans les souris Alb-GP33; 2) en infectant les 
souris Alb-GP33 avec le LCMV qui exprime naturellement la GP33. Dans les deux cas, 
aucune élévation des transaminases n'a pu être décelée suggérant que les clones Tétaient 
probablement dans un état d'ignorance face à l'antigène. 
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Afin d'induire une hépatite qui n'a été que transitoire, ils ont dû croiser la lignée 
Alb-GP33 avec une autre souris transgénique, la 107.5, qui exprime un antigène du virus de 
l' hépatite B (HBsAg) la rendant ainsi plus sensible aux cytokines pro-inflammatoires (251). 
Par la suite, ils ont eu recours à un transfert adoptif de cellules TCR Tg GP33 en plus d'une 
infection au LCMV. En considérant tous les efforts qu'ils ont dû mettre pour provoquer une 
hépatite transitoire, il est clair que ce modèle serait davantage approprié pour l'étude des 
différents mécanismes de tolérance des cellules T CD8+, telle que l'ignorance, plutôt que 
comme un modèle d'HAL De plus, il semble peu probable que toutes ces conditions soient 
regroupées dans un contexte dit physiologique. 
1.5.5 Souris invalidée pour le TGF -pl 
En 200 l, l' util isation de souris BALBIe invalidées pour la cytokine 
immunorégulatrice TGF-131 (TGF-l3r/-) a été proposée comme modèle d'HAL Ces souris 
développent une inflammation spontanée du foie qui serait dépendante de la présence 
d'IFN-y, en plus de lésions au cœur et aux poumons provoquant la mort de la plupart des 
souris autour de l'âge de deux semaines. L'infiltrat serait composé de cellules Th1 et les 
lymphocytes T CD4+ seraient essentiels à l'initiation de l'inflammation et à la cytolyse des 
hépatocytes, des caractéristiques également retrouvées chez des patients atteints d'HAl 
(252-254). Le bagage génétique s'est avéré être un facteur important quant aux 
répercussions engendrées par l'ablation du gène, notamment sur les organes touchés par 
l'inflammation. En effet, il semble que les souris 129/CF-l soient résistantes au 
développement d'une hépatite, mais présentent de l'inflammation au cœur et aux poumons. 
Pour ce qui est des souris C57BL/6 TGF-l3r/-, l'histologie montre la présence de lésions au 
cœur, aux poumons, aux glandes salivaires et à l'intestin (255). 
Enfin, bien que ce modèle soit spontané avec une forte influence du bagage 
génétique et démontre également l'implication des cellules CD4+ de type Thl, il comporte 
plusieurs lacunes. En effet, dans ce modèle on ne retrouve aucune prépondérance féminine, 
l'inflammation ne semble pas être spécifiquement dirigée contre un ou des antigènes 
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hépatiques et surtout, l'atteinte n'est pas uniquement limitée au foie. Les auteurs concluent 
même que l'inflammation du foie serait fort probablement le résultat du recrutement de 
cellules T activées en périphérie combiné à l'environnement inflammatoire local, c'est-à-
dire par un effet de proximité. 
1.5.6 Souris transgénique TTR-NP 
Un nouveau modèle d'HAl a été généré dans notre laboratoire par vaccination à 
ADN (223). Des souris transgéniques exprimant la nucléoprotéine du LCMV (NP) dans le 
foie sous le contrôle du promoteur de la transthyrétine (TTR) ont été générées. Afin 
d'éviter une délétion des clones au niveau du thymus comme ce fut le cas pour le modèle 
de la souris Alb-GP33, le promoteur de la transthyrétine a été utilisé. Ce dernier a été 
modifié de façon à ce que l'expression de la NP soit exclusive au foie. Les souris ont été 
co-injectées par voie intramusculaire avec un plasmide codant pour la NP en combinaison 
avec un plasmide codant pour une cytokine pro-inflammatoire, l'IL-I2. Plusieurs 
caractéristiques de l'HAl étaient présentes dans ce modèle: une élévation des ALT à partir 
du Se mois après l'injection, des anticorps et des cellules cytotoxiques contre la NP et enfin 
une inflammation portale, péri portale et intralobulaire. 
1.5.7 Xénoimmunisation avec des autoantigènes humains 
En 2004, un nouveau modèle murin d'HAl a été suggéré par notre laboratoire 
(224). Ce dernier est basé sur le principe du mimétisme moléculaire discuté plus haut, 
phénomène qui a été longuement suggéré dans le développement de l'HAL Des souris 
CS7BI/6 de type sauvage ont été vaccinées avec de l'ADN codant pour les deux 
autoantigènes humains principaux retrouvés dans l'HAl de type 2, soit le CYP2D6 et la 
FTCD, en combinaison avec un plasmide codant pour l'IL-12 afin de favoriser une réponse 
Th]. Au 4c mois après l'injection, les niveaux de transaminases sériques ont commencé à 
augmenter, alors que le pic de la réponse humorale se situait plutôt au 2e mois ainsi qu'au 
7e mois où une légère augmentation du titre d'anticorps a été enregistrée. L'injection 
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d'ADN a causé une infiltration de lymphocytes au foie. Ces infiltrats renfermaient une 
prédominance de lymphocytes T CD4+ par rapport au CDS+ et l'analyse des différents 
isotypes d'anticorps a permis de déterminer que la réponse engendrée était de type Th l. De 
plus, une réponse contre la protéine chimère humaine était présente initialement, cependant 
cette réponse s'est progressivement dirigée vers les autoantigènes murins en fonction du 
temps. Ce phénomène amène une preuve supplémentaire vers l'hypothèse du mimétisme 
moléculaire entre une protéine du soi et celle d'un virus dans le déclenchement d'une HAL 
En se basant sur les résultats obtenus des deux modèles animaux d'HAl de notre 
laboratoire, nous avons décidé d'étudier le rôle qu'aurait un virus dans le développement 
d'une HAL Pour ce faire, nous avons choisi d'utiliser un adénovirus recombinant qui 
exprimerait les deux autoantigènes majeurs responsables de l'atteinte hépatique présente 
chez les patients atteints d'HAl de type 2, soit le cytochrome P450 2D6 et FTCD. Afin 
d'investiguer davantage l'hypothèse du mimétisme moléculaire, nous avons choisi d'insérer 
les autoantigènes humains dans le génome d'un adénovirus. Si on compare les 
autoantigènes humains et murins, il existe une homologie de séquences d'environ SO %. 
1.6 Adénovirus 
1.6.1 Biologie et pathogenèse 
Les adénovirus, de la famille des Adenoviridae, sont des virus de grande taille, de 
SO-110 nm de diamètre; ils possèdent un génome à ADN linéaire bicaténaire (36kb). Ils ne 
possèdent pas d'enveloppe, ce qui leur permet d'être plus résistants. Ce virus a été isolé 
pour la première fois à partir d'une culture d'amygdales en 1953 par Rowe (256). Les 
adénovirus causent généralement des infections bénignes, telles des infections de l'appareil 
respiratoire, des kératoconjonctivites ou encore des gastroentérites (256). La transmission 
se fait majoritairement par aérosol ou encore par voie oro-fécale. Il existe 51 sérotypes 
distincts pouvant infecter l'homme et qui sont regroupés en 6 groupes (A-F) (257). On 
estime à environ 40-60 % de la population pédiatrique qui est séropositive pour l'un ou 
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l'autre des sérotypes, les plus courants étant les sérotypes 1, 2 et 5 (258-260). Il semblerait 
que l'adénovirus peut entrer en latence puisqu'on a pu isoler de l'ADN à partir de 
lymphocytes circulants chez certains patients et ce, plusieurs mois après l'infection. 
Cependant, peu de choses sont connues sur les mécanismes et les composantes virales 
impliqués dans ce processus. Également, certains sérotypes ont été détectés dans des tissus 
cancéreux, mais aucune association pathogénique n'a été montrée (256). 
1.6.2 Vaccin et thérapie génique 
De plus en plus" la science a recours à de nouvelles méthodes pour prévenir ou 
encore tenter de guérir certaines maladies. Les vecteurs viraux sont devenus à la mode dans 
les années 80 et 90, mais leur popularité a quelque peu diminué lorsqu'un patient est décédé 
lors d'un essai clinique de thérapie génique (261). Les vecteurs adénoviraux les plus 
couramment utilisés sont les sérotypes 2 et 5 qui ont été préalablement modifiés afin de 
limiter la réponse immunitaire primaire contre le vecteur. Plusieurs générations de vecteurs 
ont ensuite été créées. Les vecteurs de première génération ont subi une délétion des gènes 
El et/ou E3 (~ElI~E3). Les produits du gène El sont responsables de la production des 
gènes précoces et tardifs et sont donc essentiels à la réplication. Leur délétion rend donc le 
vecteur défectif pour la réplication et empêche ainsi la lyse des cellules visées par la 
thérapie. Un vecteur ~E 1 doit être répliqué dans une lignée cellulaire qui complémente en 
trans la réplication du virus en fournissant le facteur El. Les gènes de la région E3 sont dits 
non essentiels puisqu'ils servent à moduler la réponse immunitaire lors d'une infection 
(262, 263) et peuvent donc être retranchés pour permettre l'insertion d'un plus grand 
transgène, ce dernier pouvant atteindre jusqu'à 8 kb si les gènes El et E3 sont supprimés 
(264). Il existe également des vecteurs dits de deuxième génération dans lesquels en plus 
des gènes El et E3, les produits des gènes E2 et E4 sont supprimés de façon partielle ou 
complète. Ces délétions permettent l'insertion de fragment pouvant atteindre 14 kb (264). 
Enfin, les adénovirus recombinants de troisième génération (gutless) sont dépourvus de tout 
gène viral et ne servent que de navette pour l'ADN qui y est inséré (265, 266). De cette 
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manière, la réponse immunitaire dirigée contre le vecteur lui-même est réduite aU 
maximum et la taille du transgène qui peut y être inséré peut atteindre 37 kb. 
Conséquemment, les vecteurs de première génération sont utilisés principalement pour la 
vaccination, alors que ceux de deuxième et troisième génération le sont plutôt pour les 
essais de thérapie génique. 
1.6.3 Distribution et mode d'entrée de l'adénovirus recombinant 
La distribution de l'adénovirus recombinant dépend totalement du site d'injection 
choisi. Lorsque l'adénovirus est injecté par voie intraveineuse, il a été clairement démontré 
qu'il était capté en grande partie par le foie, i.e. que plus de 90 % des particules virales y 
seraient séquestrées (267-269). Une fois à l'intérieur du foie, l'adénovirus recombinant y 
cause une hépatite transitoire qui se résorbe habituellement dans un délai d'un mois selon la 
dose d'adénovirus injectée (270, 271). Par contre, s'il est injecté par voie intramusculaire, 
l'adénovirus demeure dans les cellules musculaires et infecte aussi les CPA présentes dans 
les ganglions lymphatiques secondaires avoisinants (268, 272). 
Les récepteurs qui permettent l'entrée des adénovirus dans la cellule varient selon 
que l'infection se produit in vivo ou in vitro. In vitro, ils utiliseraient principalement le 
récepteur ubiquitaire CAR (Coxsackie-adenovirus receptor) comme attachement initial et 
se lierait ensuite à l'intégrine av pour leur ancrage final (273). Un troisième récepteur serait 
également impliqué, le glycosaminoglycan héparane sulfate (HSG - heparan sulfate 
glycosaminoglycans). Par contre, lorsque l'infection se fait in vivo et que l'adénovirus 
recombinant est injecté de façon systémique, la littérature rapporte plusieurs modes 
d'entrée. Tout d'abord, les adénovirus pourraient également utiliser les récepteurs CAR et 
l'intégrine av. Cependant, il semble que ceux-ci ne soient pas responsables du tropisme au 
foie puisque la distribution des particules virales ne correspond pas avec les niveaux 
d'expression de ces deux récepteurs (274). De plus, des mutations au niveau de la fibre 
(knob fiber) permettant l'abolition de la liaison au récepteur ne font que diminuer 
légèrement la quantité de particules recrutées au foie (Voir Figure 2 pour un schéma des 
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composantes de l'Ad). Conséquemment, d'autres facteurs doivent favoriser son entrée au 
foie. Le groupe de Lieber a démontré que l'entrée des particules serait facilitée par leur 
liaison à des facteurs du sang, le facteur de coagulation IX et une protéine se liant à la 
composante C4 du complément, qui leur pennettraient de pénétrer dans la cellule via les 
glycosaminoglycans héparane sulfate et également via le récepteur de la lipoprotéine de 
basse densité (low-density lipoprotein receptor-related protein) (257). Également, un autre 
groupe, Zinn et al., a établi que la composante du complément C3 (complement component 
C3) augmenterait les niveaux d'expression du transgène au niveau hépatique, prouvant 
ainsi qu'une plus grande quantité de particules étaient entrées au foie (275). 
Fibre (<< Knob tiber ») 
-
Figure 2 : Composantes structurales d'un adénovirus. L'adénovirus est un VIruS non 
enveloppé dont la capside icosaédrique est formée de 252 capsomères (bleu). Il possède 12 
pentons (vert) et 240 hexons (arêtes). Chaque penton arbore une fibre ayant à son extrémité 
une sphère aux propriétés hémagglutinantes, d'où le nom « knob fiber ». 
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1.6.4 Réponse immunitaire contre l'adénovirus recombinant 
Il a été rapporté que l'injection d'adénovirus, surtout ceux de première génération, 
provoquait une forte réponse innée et adaptative non seulement en raison de l'expression de 
gènes précoces ou du transgène, mais également par la seule présence de protéines de la 
capside qui sont fortement immunogènes (276-278). Lorsque le vecteur adénoviral est 
injecté par voie intraveineuse, les cellules de Kupffer, les macrophages résidents du foie, 
phagocytent la majeure partie des particules virales et relâchent des chimiokines et des 
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et l'IL-6 (268, 279, 280). Les cellules de 
Kupffer seraient responsables de l'élimination de près de 90 % des particules virales dans 
les premières 24 heures après l'injection d'adénovirus par voie intraveineuse (281, 282). 
Une fois l'infection stabilisée par la réponse innée, une réponse plus spécifique doit être 
générée pour enrayer complètement l'infection. Plusieurs groupes ont détecté des 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques aux composantes structurales du vecteur et 
également au transgène (278, 283). La présence d'anticorps neutralisants contre 
l'adénovirus sauvage, présente chez une forte proportion des patients testés, est un 
problème d'autant plus grave dans le cas de thérapie génique. De plus, cette forte réponse 
humorale et à médiation cellulaire diminue grandement la période pendant laquelle le 
transgène est exprimé, période qui ne dépasse habituellement pas plus d'un mois ou deux. 
Afin de prévenir l'élimination précoce du vecteur, plusieurs groupes se sont 
penchés sur le mode de clairance de ce dernier. D'après les résultats obtenus, il semble que 
la voie perforine/granzyme ne soit pas impliquée (284, 285), ce qui irait de pair avec 
d'autres études relatant d'une résistance à l'action de granules cytotoxiques des hépatocytes 
infectés par un adénovirus recombinant ou le CMV (286, 287). L'élimination de 
l'adénovirus se ferait plutôt via l'interaction de Fas/FasL et du récepteur du TNFa, le 
TNFR 1, alors que le TNFR2 ne semble pas directement impliqué (270, 284, 285). 
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1.7 HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS 
En se basant sur les résultats obtenus sur notre plus récent modèle de 
xénoimmunisation, nous avons voulu approfondir davantage notre investigation sur 
l'implication du mimétisme moléculaire dans le déclenchement de l'HAL Pour ce faire, 
nous avons choisi d'utiliser un vecteur adénoviral dans lequel nous avons insérer les 
autoantigènes hépatiques humains impliqués dans la pathogénèse de l'HAl, soit CYP2D6 et 
FTCD. 
1.7.1 Hypothèse 
Une infection localisée au foie (injection par voie intraveineuse) aura pour 
conséquence la création d'un environnement inflammatoire (hépatite) et la libération des 
autoantigènes murins. Comme une hépatite virale peut moduler la réponse immunitaire par 
l'induction de la différentiation des cellules T CD4+ vers un phénotype Th2, l'injection IV 
ne devrait pas favoriser le développement d'une HAL La vaccination lM contre les mêmes 
autoantigènes consécutive à l'injection IV d'adénovirus recombinants pourrait: 1) 
renverser la réponse en la transformant en Th 1 ou 2) stimuler la réponse Th2 prédominante. 
Enfin, l'injection d'adénovirus recombinants par voie intramusculaire devrait induire une 
HAl, comme il a été observé par Lapierre et al. (224). 
1. 7.2 Objectif principal 
Vérifier si une infection avec un adénovirus recombinant peut mener au 
déclenchement d'une HAl chez des souris C57BI/6 de type sauvage, pour lesquelles une 
certaine prédisposition génétique à l'HAl a déjà été démontrée. Afin de vérifier notre 
hypothèse, plusieurs points devront être élucidés: 
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1.7.3 Objectifs secondaires 
1) Étudier l'impact de différentes voies d'injection, intraveineuse (infection localisée au 
foie) ou intramusculaire (infection en périphérie), de l'adénovirus recombinant sur le 
maintien ou le bris de tolérance aux antigènes hépatiques murins. 
2) Étudier la conséquence de la charge virale injectée et du fait même du niveau 
d'expression du transgène sur l'état d'activation des clones autoréactifs (réponses humorale 
et à médiation cellulaire) 
3) Étudier l'influence des trois injections d'ADN lM (224) sur le développement d'une 
HAl lorsqu'elles sont précédées d'une injection par voie intraveineuse d'adénovirus 
recombinant. 
CHAPITRE 2 : MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Vecteurs 
Le vecteur pAdeno-X correspond au génome de l'adénovirus humain de type 5 
mais possède une délétion des gènes El et E3 (AdAEIAE3) (BD Biosciences, CA USA) 
et conséquemment, les adénovirus qui seront produits à partir de ce vecteur seront 
défectifs pour la réplication. 
2.1.2 Construction du vecteur Ad-CTLA-4-CYP2D6-FTCD 
pRCMV-CTLA-4-2D6-FTCD a été digéré avec BamH 1, qui coupe de part et 
d'autre de l'ADNc, et avec EcoR V pour être en mesure de bien séparer la bande 
contenant l'ADNc désiré de celle du vecteur puisque les bandes obtenues de la digestion 
BamH 1 seule aurait été de la même taille. Le fragment ainsi retiré a été transféré dans 
pBluescript Il SK également coupé avec BamH I. L'orientation de l'insert a été confirmée 
par digestion avec Dra III. L'ADNc a ensuite été retranché de pBluescript II SK-CTLA-
4-2D6-FTCD par digestion avec les enzymes Apa 1 et Not 1 et introduit dans le vecteur 
pShuttle2 digéré avec les mêmes enzymes. Finalement, l'ADNc a été inséré dans le 
vecteur pAdeno-X par double digestion avec les enzymes I-Ceu 1 et PI-Sce (Figure 3). 
Finalement, une digestion avec l'enzyme Pac 1 permettait de linéariser le vecteur 
pAdeno-X-CTLA-4-2D6-FTCD avant de procéder à la transfection du vecteur et la 
propagation des adénovirus recombinants dans les cellules appropriées. Enfin, le vecteur 
Ad contrôle était fourni dans la trousse et a donc été digéré avec Pac 1 seulement afin de 
le linéariser pour la transfection. 
Une portion du gène CTLA-4 a été clonée en aval de la région codant pour la 
protéine chimère (2D6-FTCD) afin de permettre la sécrétion de la chimère à l'extérieur 
de la cellule. En effet, la portion extracellulaire de CTLA-4 agit comme un signal 
sécrétoire et permet la liaison aux récepteurs B7-1 et B7-2. De plus, il a été montré 
préalablement que les réponses humorale et cellulaire étaient augmentées lorsque cette 
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Figure 3 : Construction du vecteur Ad-CTLA-4-2D6-FTCD. 1) L'ADNc a été digéré 
avec BamH 1 afin de l' exciser du vecteur pRCMV-CTLA-4-2D6-FTCD. 2) Transfert de 
l' ADNc dans le vecteur pBluescript II SK via le site BamH 1. 3) L'ADNc a ensuite été 
retiré du vecteur pBluescript II SK-CTLA-4-2D6-FTCD par une double digestion avec 
les enzymes Apa l et Not 1. 4) Transfert de l'ADNc dans le vecteur pShuttle2 via les sites 
Apa 1 et Not 1. 5) Digestion du vecteur pShuttle2-CTLA-4-2D6-FTCD à l'aide des 
enzymes I-Ceu 1 et PI-Sce. 6) Transfert de l'ADNc dans le vecteur pAdeno-X via les sites 
l-Ceu 1 et PI-Sce. 7) Linéarisation du vecteur pAdeno-X-CTLA-4-2D6-FTCD par 
digestion avec l'enzyme Pac 1 afin de rendre possible la transfection du vecteur et la 
propagation des adénovirus en culture cellulaire. >1< La digestion avec EcoR V a permis de 
différencier la bande d'ADN contenant l'ADN c sur gel puisque les deux bandes obtenues 
avec BamH 1 auraient été de même taille sur gel. 
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2.2 Production des adénovirus recom binants 
2.2.1 Types cellulaires utilisés 
Trois types cellu laires ont été utilisés au cours de la production des adénovirus 
recombinants selon leurs caractéristiques propres. Ces cellules m'ont été gracieusement 
fournies par le Dr. Bernard Massie. Ces cellules sont sous brevets, alors les détails 
spécifiques sur leur transformation ne peuvent être décrits dans ce mémoire. 
Tout d'abord, les BMAdEl sont des cellules A-549 (carcinome pulmonaire) qui 
éliminent la possibilité de générer des Ad compétents pour la réplication. Deux clones de 
cellules A-549 ont été développés, soit le clone 78-42 qui permet une réplication plus 
restreinte et le clone 220-8 qui est plus permissif. Finalement, les HEK293A (cellules de 
reins embryonnaires humaines 293A) ont été utilisées pour les dernières étapes de la 
production. Ces cellu les expriment de façon permanente les produits du gène El et 
complémentent donc en trans la réplication des virus. Bien que ces cellules favorisent 
davantage le développement de virus compétents pour la réplication, elles sont idéales 
pour la production de masse des adénovirus recombinants. De plus, comme les clones ont 
été préalablement sélectionnés dans les deux autres types cellulaires, les risques de 
multiplier un grand nombre d'adénovirus compétents pour la réplication sont grandement 
diminués. 
2.2.2 Transfection 
Polyéthylèneimine (PEI): 5xI05 cellules HEK293A ont été ensemencées dans 
une plaque de 6 puits (5xI05/1O cm2) dans 3 ml de DMEM complet (Gibco, NY USA), 5 
% sérum fœtal de veau (Gibco, NY, USA), 2 mM glutamine, pénicilline (50 Ilg/ml) 
(Gibco, NY USA) et streptomycine (50 Ilg/ml) (Gibco, NY USA). Afin de s'assurer que 
les cellules étaient en phase exponentielle, le milieu a été changé pour 1,8 ml de milieu 
frais trois heures avant la transfection. Trois Ilg d'ADN, un volume approprié de DMEM 
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sans sérum fœtal de veau pour obtenir un volume final de 100 III et 3 Ilg de 
polyéthylèneimine ont été mélangés dans l'ordre et incubés 10 minutes à température de 
la pièce. La solution d'ADN a été ajoutée goutte à goutte dans le milieu en couvrant le 
maximum de surface. Les cellules transfectées ont ensuite été incubées à 3TC 5 % CO2 
jusqu'à l'apparition d'effets cytopathiques. Les effets cytopathiques provoqués par une 
infection à l'adénovirus sont visibles en raison de l'arrondissement des cellules et lorsque 
l'infection est plus avancée, les cellules perdent leur capacité à adhérer au pétri et flottent 
dans le milieu de culture. Récolte: Les cellules infectées ont ensuite été récoltées et ont 
subi 3 cycles de gel/dégel dans un bain de glace sèche/éthanol. 
2.2.3 Sélection d'un clone isolé 
Afin de s'assurer d'une homogénéité des virus, il est important d'amplifier un seul 
clone. Un essai de plage de lyse permet une telle isolation des clones sur une couche 
cellulaire recouverte d'agarose. Les cellules BMAdE 1 78-42 ont été utilisées pour limiter 
la génération d'Ad compétents pour la réplication dès les premières étapes puisque ceux-
ci auraient avantage sur les autres. Pour ce faire, 5xl05 cellules BMAdEI 78-42/puits ont 
été ensemencées dans une plaque de 6 puits la veille (5x 105 cellulesll 0 cm2). Des 
dilutions sériées (allant de non dilué à 10,6) ont été préparées et 500 III de ces dilutions 
ont été appliqués sur les cellules une fois le milieu enlevé. Une incubation à 37°C 5 % 
C02 sur un agitateur pendant 4 heures est nécessaire pour une infection optimale. Une 
fois l'incubation terminée, la suspension virale a été enlevée et 3 ml d'agarose 1 % 
(SeaPlaque Agarose) dans du DMEM complet sont déposés sur les cellules infectées. 
Une nouvelle couche d'agarose était ajoutée au besoin pour alimenter les cellules. Dix à 
14 jours plus tard, les plaques bien isolées ont été recueillies et resuspendues dans 1 ml de 
DMEM complet suivi de 3 cycles de gel/dégel dans un bain de glace sèche/éthano1. Pour 
s'assurer que les clones isolés contenaient bien le transgène, l'expression de chaque 
protéine a été vérifiée par immunobuvardage de type Western (lB). Pour ce faire, les 
adénovirus recombinants ont été amplifiés comme suit: Pré-lB #1: lxl05 
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HEK293AJpuits ont été ensemencées dans du DMEM complet dans une plaque de 24 
puits la veille (1 xl 05 cellules/2 cm2• Cinq cents III du lysat cellulaire obtenu de la 
transfection (25 %) ont été utilisés pour l'infection pendant 4 heures à 37°C 5 % CO2 sur 
un agitateur. Un ml de OMEM complet a été ajouté sur les cellules infectées, suivi d'une 
incubation de 48 heures ou jusqu'à l'apparition d'effets cytopathiques. Récolte: Les 
cellules infectées ont ensuite été récoltées et ont subi 3 cycles de gel/dégel dans un bain 
de glace sèche/éthanol. lB #1: Une deuxième amplification a été nécessaire mais cette 
fois sur un plus grand nombre de cellules. 5x 105 HEK293A/puits ont été ensemencées 
dans du OMEM complet dans une plaque de 6 puits la veille (5xl05/1O cm2). Cinq cents 
III du lysat cellulaire obtenu de l'infection Pré-lB (33 %) ont été utilisés pour l'infection 
pendant 4 heures à 3TC 5 % CO2 sur un agitateur. Deux ml de DMEM complet ont été 
ajoutés sur les cellules infectées, suivi d'une incubation de 48 heures. Récolte: Les 
cellules infectées ont ensuite été récoltées, centrifugées à 1000 g et resuspendues dans 
200 III de tampon de lyse (60 mM Tris-Hel pH 6.8, 10 % Glycérol, 2 % (poids/volume) 
dodécylsulfate de sodium (SOS), 0,05 % 2-mercaptoéthanol, 0,05 % Bleu de 
bromophénol). L'expression des protéines a été vérifiée par immunobuvardage de type 
Western (Voir section 3.2.6). Une deuxième sélection a été faite en suivant le même 
protocole pour s'assurer de la pureté des clones sélectionnés avant de poursuivre vers les 
étapes d'amplification ultérieures. 
2.2.4 Amplification 
L'étape de l'amplification se fait graduellement en infectant une quantité 
croissante de cellules jusqu'à l'obtention d'un nombre suffisant de particules virales. 
Toutes les infections suivent le protocole mentionné ci-haut, à l'exception du nombre de 
cellules et du volume de la suspension virale utilisés. 
Les étapes d'amplification 1 à 3 ont été faites sur des cellules BMAdEl 220-8 qui 
limitent la génération du nombre d'Ad compétents pour la réplication alors que 
l'amplification 4 a été faite sur des cellules HEK293A pour une production de masse 
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optimale. Étape 1 : 1 x 1 05 BMAdE 1 200-8/puits ont été ensemencées dans une plaque de 
24 puits (1 xl 05 cellules/2 cm2) et ont été infectées avec 300 ~I de la suspension virale 
obtenue de la deuxième sélection par plaque (33 %) dans un volume final de 1 ml. Étape 
2 : 300~1 de la suspension virale précédente (33 %) ont été utilisés pour infecter lxl06 
BMAdEI 200-8 dans une plaque de 6 puits (lxl06 cellulesllO cm2). Une fois les cellules 
infectées, elles ont été recueillies dans un volume total de 4 ml. Étape 3 : 3 pétris de 150 
mm ont été ensemencés avec Ixl07 BMAdEI 200-8 (lxl07 cellulesll75 cm2). Ces 
dernières ont été infectées avec 300 ~I du lysat cellulaire de l'étape 2 (7,5 %). Lorsqu'il 
y avait suffisamment d'effets cytopathiques, c'est-à-dire lorsqu'environ 75 % des 
cellules avaient perdu leur capacité d'adhérence, les cellules des 3 pétris ont été 
regroupées, centrifugées à 1000 g et resupendues dans 1/10 du volume, soit 7,5 ml de 
milieu complet. Test d'infectivité: Un test d'infectivité a été réalisé pour déterminer 
quelle quantité de virus par cellule était optimale pour l'infection. Pour ce faire, lx 106 
HEK293A/puits ont été ensemencées dans une plaque de 6 puits (1 x 1 06 cellulesll 0 cm2). 
Différents volumes de la suspension virale de l'étape 3 (0, 0,1, 5, 10 ou 25 ~I) ont été 
utilisés pour l'infection. Récolte: Les cellules infectées ont ensuite été récoltées, 
centrifugées à 1000 g et resuspendues dans 200 ~I de tampon de lyse. Les protéines ont 
été séparées sur gel polyacrylamide SOS-PAGE. Afin de vérifier les niveaux 
d'expression du transgène ainsi que le niveau d'expression maximale d'une protéine 
virale (l'hexon - 96 kDa) pour chacun des clones viraux, un immunobuvardage de type 
Western et une coloration au Bleu de Coomassie (Voir section 3.2.7) ont été réalisés pour 
chaque échantillon. Étape 4: Une fois la quantité de virus optimale pour l'infection 
déterminée, une quatrième étape d'amplification a été réalisée. Cette dernière consistait à 
ensemencer 50 pétris de 150 mm avec Ixl07 HEK293A chacun (lx107 cellules/30 cm2). 
Une quantité de virus prédéterminée par le test d'infectivité a été utilisée lors de 
l'infection pour chaque adénovirus recombinant produit. Les cellules ont été incubées 
jusqu'à CPE, récoltées, centrifugées à 1000 g et resuspendues dans un volume final de 
DMEM de 22 ml. Il est important de noter que pour chacune des étapes d'amplification, 
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les cellules ont subi trois cycles de gel/dégel dans un bain de glace sèche/éthanol avant de 
procéder à l'étape suivante. 
2.2.5 Purification des particules virales 
Préparation de la suspension virale: Les suspensions virales ont été 
centrifugées à 300 g pendant 10 minutes à 4 oc. Le surnageant a été récupéré et centrifugé 
de nouveau dans lés mêmes conditions. Gradient discontinu de CsCl: Huit ml de 
chlorure de césium 1,4 M (CsCI 1,4 M, 10 mM Tris pH 7.9) ont été placés dans un tube 
de centrifugation ultra-clair Beckman de 25x89 mm. Six ml de CsCI 1,2 M (CsCI 1,2 M, 
10 mM Tris pH 7.9) ont été délicatement ajoutés en prenant soin de ne pas mélanger les 
deux phases. Enfin, la suspension virale a été déposée toujours sans perturber le gradient. 
Les gradients ont été centrifugés à 100 000 g dans un rotor Beckman SW28 pendant Ih30 
à 4 oC sans décélération. Deux bandes se forment dans ces conditions de gradient: celle 
du haut contient les particules défectives ou incomplètes tandis que celle du bas renferme 
les particules infectieuses. La bande inférieure, qui représente les particules 
fonctionnelles, a donc été récoltée dans un volume màximum de 5 ml en perçant le tube 
avec une seringue 20 G 1. La bande virale a ensuite été diluée dans du Tris 10 mM pH 7.9 
jusqu'à un volume final de 10 ml afin de réduire la concentration de CsC!. Gradient 
continu de CsCI: Douze ml de CsCI 1,4 M et 14 ml de CsCI 1,2 M ont été ajoutés dans 
un «gradient maker» et à l'aide d'une pompe péristaltique. Les gradients continus ont été 
générés dans les tubes de centrifugation. La suspension virale a été déposée avec grande 
précaution sur le gradient et le tout a été centrifugé à 100000 g dans un rotor Beckman 
SW28 pendant 20 h à 4 oC sans décélération. La bande inférieure a été récoltée de la 
même manière mais dans un volume maximal de 2,5 ml. Purification du virus sur 
colonne: La colonne NAP-25 (Amersham Pharmacia Biosciences, Angleterre) contient 
un milieu de Séphadex G-25 qui permet de purifier les particules virales en enlevant le 
CsCI et la majeure partie du sel contenu dans l'échantillon. La colonne a été équilibrée 
avec 25 ml de tampon de congélation (20 mM Tris pH 8.0, 25 mM NaCl, 2,5 % glycérol). 
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Une fois le tampon complètement écoulé, la suspension virale a été ajoutée sur la 
colonne. L'élution a été faite avec 3,5 ml de tampon de congélation. 
2.2.5 Titration des particules virales 
Détermination du nombre de particules virales par densité optique (D026o) : 
Une dilution 1/20 des virus purifiés a été faite dans un tampon de lyse (0,1 % SOS, 
10 mM Tris HCI pH 7.4, 1 mM EOTA) suivi d'une lecture de la DO à 260 nm. Le 
nombre de particules virales a été calculé selon la formule suivante: 
00260 x dilution virale x 1,1 x 1012 = particules virales/ml 
Détermination du nombre d'unités formatrices de plaques: Un essai de plage 
de lyse a été réalisé tel que décrit plus haut mais avec des dilutions virales réalisées à 
partir du stock de virus purifiés allant de 10-6 à 10- 12• Après 21 jours d'incubation, le titre 
viral a été déterminé à partir de la moyenne du décompte des plages de lyse en 
considérant seulement les dilutions comprenant de 30 à 300 plages. 
2.2.6 Immunobuvardage de type Western 
Séparation et transfert des protéines: Quinze III de lysat cellulaire (équivalent 
à environ 75 000 cellules) de chaque échantillon ont été séparés par électrophorèse sur gel 
10 % acrylamide/bis-acrylamide 37.5 :1 (Bio-Rad, PA USA) selon le protocole de Bio-
Rad. Les protéines ont ensuite été transférées (25m M Tris-base pH 8.3, 1,92 M glycine, 
20 % méthanol) sur membrane de nitrocellulose Hybond-C Extra (Amersham 
Biosciences, Baie d'Urfé Canada). Immunobuvardage: Les membranes ont été 
bloquées dans du TBST (l0 mM Tris-Base pH 7,4, 150 mM NaCI, 0,05 % Tween20) 
avec 5 % (poids/volume) de lait en poudre pendant 2 heures avec agitation à la 
température de la pièce. Les membranes ont ensuite été incubées dans du TBST avec 1 
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% (poids/volume) de lait en poudre contenant le 1er anticorps pendant 2 heures avec 
agitation à la température de la pièce. Pour la détection de CTLA-4-CYP2D6-FTCD, un 
sérum de lapin immunisé avec la protéine recombinante FTCD à une concentration de 
1 : 10 000 a été utilisé. Ce sérum a été produit par notre laboratoire. Les membranes ont 
été lavées trois fois (5,5 et 15 minutes) avec du TBST et incubées avec le 2e anticorps, un 
anti-Iapin couplé à la peroxydase de raifort à une concentration de 1 : 10000, développés 
chez la chèvre (Biosource, CA USA), pendant 1 heure avec agitation à la température de 
la pièce. Les membranes ont été lavées comme précédemment avec du TBST et incubées 
1 minute avec la solution de révélation (BM Chemiluminescent Blotting Substrate (POD); 
Roche Diagriostics GmbH, Allemagne) préparée selon le protocole du manufacturier. Les 
membranes ont ensuite été exposées sur un film radiographique BiomaxMR (Kodak, NY 
USA). 
2.2.7 Coloration de gel de polyacrylamide au Bleu de Coomassie 
Séparation et transfert des protéines: Quinze III (équivalent à un lysat 
d'environ 75 000 cellules) de chaque échantillon ont été séparés par SOS-PAGE sur gel 
10 % acrylamide/bis-acrylamide 37.5 : 1 (Bio-Rad, PA USA) selon le protocole de Bio-
Rad. Les gels ont ensuite été incubés dans une solution de fixation (25 % isopropanol & 
10 % acide acétique) pendant 15 minutes. Par la suite, ils ont été colorés dans une 
solution de Bleu de Coomassie 1 % (40 % méthanol & 10 % acide acétique) pendant 15 
minutes, puis placés dans une solution de décoloration (10 % acide acétique) pour 
environ 1 h et finalement séchés. 
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2.3 Modèle animal 
2.3.1 Description des différents groupes de souris 
Toutes les souris utilisées étaient des femelles C57BL/6 (Charles River 
Laboratories Inc., QC Canada) âgées entre 6 et 8 semaines. Les quatre groupes 
expérimentaux sont présentés dans le Tableau Il. 
Injection d'adénovirus recombinants par voie intraveineuse 
Des souris C57BL/6 ont été injectées par la veine de la queue avec différentes 
charges virales selon les groupes. Groupe A: Ixl09 UFP Ad-CTLA-4-2D6-FTCD ou 
simple dose (n = 16); Groupe B: 2xl09 UFP Ad-CTLA-4-2D6-FTCD ou double dose 
(n = 7); Groupe AB' : Ixl09 UFP d'Ad contrôle. 
Injection d'adénovirus recombinants par voie intramusculaire 
Groupe C : Des souris C57BL/6 ont été injectées dans le muscle tibialis antérieur 
avec lxI09 UFP Ad-CTLA-4-2D6-FTCD (n = 7) et serviront de contrôles tout au long de 
l'étude puisque notre modèle animal précédent développait une HAl suite à trois 
vaccinations consécutives en périphérie, i.e. au niveau du muscle tibialis antérieur. 
Injection d'adénovirus recombinants par voie intraveineuse suivie d'une 
vaccination à l'ADN 
Groupe D : Les souris ont été injectées par voie intraveineuse avec lxl09 UFP 
Ad-CTLA-4-2D6-FTCD (n = 7) ou Groupe contrôle D ' : Ad contrôle (n = 4) au 
« jour 0 ». Ensuite, 3 injections consécutives d'ADN dans le muscle tibialis antérieur 
(100 ~Lg pRCMV-CTLA-4-2D6-FTCD + 100)lg pVR-IL-12) ont suivi, soit à la 2e, 4e et 
6e semaine. 
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Groupes contrôles: Les contrôles négatifs pour tous les groupes consistent à 
suivre le même protocole d'injection (dose et site d'injection) mais en injectant un Ad 
contrôle, c'est-à-dire qui n'exprime pas les autoantigènes. 
Pour les groupes A (IV simple dose) et B (IV double dose), le groupe contrôle 
AB' consiste à l'injection par voie IV de lx109 UFP d'Ad contrôle. 
Pour le groupe D (Ad IV + ADN lM), le groupe contrôle D' consiste à l'injection 
par voie IV de lxl09 UFP d'Ad contrôle (Jour 0) suivi de 3 vaccinations d'ADN à 2 
semaines d'intervalle (l4e, 2Se et 42e jour). 
A 16 Ad-CTLA-4-2D6-FTCD 
B 7 Ad-CTLA-4-2D6-FTCD 
AB' 
C 7 Ad-CTLA-4-2D6-FTCD 
D 7 Ad-CTLA -4-2D6-FTCD 
IxlO9 1 ntraveineuse 











Tableau II: Description des quatre groupes de souris à l'étude. Pour chacun des 
groupes, le type d'adénovirus, la dose reçue ainsi que la voie d'injection sont spécifiés. 
NIA: non approprié; n : nombre; UFP : unités formatrices de plaques. 
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2.3.2 Mesure de l'activité des alanines aminotransférases sériques 
Du sang a été prélevé à différents temps (ge, 21 e, 28e jour et à tous les 14 jours par 
la suite jusqu'au 8e mois) et les niveaux de transaminases dans le sérum ont été mesurés à 
l'aide d'un appareil Beckman-Synchron CX9. 
2.3.3 Dosage des anticorps par méthode ELISA 
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
La protéine de fusion CYP206-FTCD a été produite dans un système procaryote à 
partir du vecteur pMAL-cRI-CYP2D6-FTCO, purifiée et utilisée comme antigène. 
2.3.3.1 Détermination du titre des anticorps totaux 
Dans une plaque de 96 puits, 0,2 Ilg par puits de la protéine de fusion a été incubé 
dans du NaHC03 0,1 M pH 8.6 pendant 16 h à 4°C. Afin d'empêcher des liaisons non 
spécifiques, une incubation de 2 h à 4 oC avec une solution de blocage de NaHC03 0,1 M 
pH 8.6 avec BSA 5 mg/ml a été réalisée. Les plaques ont été lavées 6 fois avec du TBST 
puis incubées avec les sérums dilués dans du TBST avec BSA 5 mg/ml pendant 2h à la 
température de la pièce. Après 6 lavages avec du TBST, une incubation d'une heure avec 
un anticorps anti-Ig de souris développé chez la chèvre et couplé à la phosphatase alcaline 
(Biosource, Camarillo Ca USA) à une concentration de 1 :500 dans du TBST avec BSA 5 
mg/ml a été faite à la température de la pièce. Les plaques ont été lavées 6 fois avec du 
TBST puis incubées avec une solution de révélation (Na carbonate 0,05 M pH 9.8, MgCb 
0,001 M et p-nitrophénylphosphate 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, St-Louis MO USA)) 
pendant 30 minutes. Les densités optiques ont été mesurées à 405 nm avec un lecteur de 
microplaques. Une DO était considérée positive lorsqu'elle excédait deux fois celle du 
contrôle négatif. 
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2.3.3.2 Dosage des classes isotypiques des immunoglobulines 
Les mêmes étapes initiales d'application de protéines, de blocage et de lavages 
telles que décrites ci-haut ont été réalisées. Les sérums ont été incubés en duplicata dans 
100 f.!1 de TBST avec BSA 5 mg/ml à une dilution 1: 1 00 pendant 2 h à la température de 
la pièce. Les puits ont été lavés 6 fois avec du TBST suivi d'une incubation avec un 
anticorps anti-isotype développé chez la chèvre (Sigma-Aldrich, St-Louis MO USA), soit 
anti-IgM, -IgO l, -Ig02a, ou -Ig02b, à une concentration de 1: 1000 pendant 1 h à la 
température de la pièce. Après 6 lavages au TBST, les plaques ont été incubées avec un 
anticorps anti-Ig de chèvre développé chez le lapin (Biosys, Compiègne, France) à une 
concentration de 1 :3000 pendant 1 h à la température de la pièce. Enfin, les puits ont été 
lavés 6 fois et ont été révélés tel que décrit ci-haut. 
2.3.4 Isolation des lymphocytes (hépatiques, spléniques et circulants) 
Rate 
La rate a été coupée à l'aide d'un scalpel, broyée avec le pilon d'une seringue, 
puis passée à travers une aiguille 260 3/8 pour enlever les tissus fibreux. Les cellules ont 
ensuite été resuspendues dans 5 ml d'une solution de NH4C1 à 4 oC pour lyser les 
globules rouges et incubées 10 minutes à température pièce. Les cellules ont été lavées 
deux fois dans du RPMI 1640 (Gibco BRL, MD USA), centrifugées à 1000 g pendant 5 
minutes, resuspendues dans 10 ml de RPMI complet (RPMI 1640, SFV 10 %, ~­
mercaptoéthanol, 5 % surnageant EL-4) et incubées à 37°C 5 % CO2• 
Circulants (Cellules mononucléaires du sang périphérique - PBMC) 
Une ponction cardiaque (0,5-1,0 ml de sang) a été réalisée sous anesthésie 
générale au somnotol (120 mg/kg) par injection intra-péritonéale. Les cellules ont ensuite 
été resuspendues dans 5 ml d'une solution de N~CI à 4°C pour lyser les globules rouges 
et incubées 10 minutes à température pièce. Les cellules ont été lavées deux fois dans du 
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RPMI 1640 (Gibco BRL, MD USA), centrifugées à 1000 g pendant 5 minutes puis 
resuspendues dans un volume total de 1 ml de RPMI complet. 
Foie 
Le foie a été coupé à l'aide d'un scalpel, broyé avec le pilon d'une seringue puis 
passé à travers un tamis de 1 00 ~m (Fisher Scientific, Ottawa Canada) pour enlever les 
tissus fibreux. Les lymphocytes ont été séparés sur un gradient discontinu de Percoll, 40 
% & 80 % (Amersham Biosciences, Baie d'Urfé Canada) en centrifugeant pendant 20 
minutes à 1500 g sans décélération. Les lymphocytes ont été récupérés et deux lavages 
dans du PBS ont été effectués par centrifugation à 1000 g. Finalement, la lyse des 
érythrocytes a été réalisée telle que mentionnée ci-haut et les cellules ont été 
resuspendues dans 1 ml de RPMI complet. 
2.3.5 Test de prolifération 
Des cellules spléniques homologues irradiées à 4500 rads ont servi de cellules 
présentatrices d'antigènes (CPA). lxl04 CPA irradiées, Ixl05 lymphocytes ainsi que 
100 )..tg de protéine 2D6-FTCD purifiéell 06 APC ont été ajoutés à chaque puits dans un 
volume final de 200 )..tl contenant du RPMI 1640 complet. Les cellules ont été incubées 2 
jours à 37°C 5 % C02. Vingt à vingt-quatre heures avant la récolte, 1 )..tCi de méthyl-eH] 
(Amersham Biosciences, Baie d'Urfé Canada) a été ajouté à chaque puits. Les cellules 
ont été récoltées à l'aide d'un « Cel! harvester ». Le « Cel! harvester » procède à la lyse 
des cellules et récolte l'ADN de ces dernières sur un papier filtre. Une fois les papiers 
filtres asséchés, la méthionine radiomarquée incorporée dans l'ADN peut ensuite être 
détectée dans un lecteur de plaques Beta Counter. 
2.3.6 Cytotoxicité 
Chargement des cellules cibles: Des EL-4, une lignée de Iymphoblastomes 
murins, ont été utilisés comme cellules présentatrices d'antigènes. Pour les souris 
injectées avec l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD, 100 )..tg de protéine 2D6-FTCD purifiée/l06 
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ELA/ml milieu ont été ajoutés dans le milieu des EL-4 IS-24 h avant l'expérience pour 
l'apprêtement de la protéine. 1 X 104 cellules cibles ainsi que différents ratios de 
lymphocytes effecteurs ont été ajoutés à chaque puits dans un volume final de 200 ).lI 
contenant du RPMI complet sans rouge de phénol. Tous les ratios ont été faits en 
triplicata pour les rates et en duplicata pour les foies. Les plaques ont été incubées 4 h à 
37°C 5 % CO2• Les plaques ont été centrifugées à 300 g 5 minutes, puis 50).l1 du 
surnageant ont été transférés dans une autre plaque. Cinquante ).lI de substrat (Promega, 
Madison, USA) ont été ajoutés puis les plaques ont été incubées 30 minutes à la noirceur. 
Finalement, 50 ).lI d'une solution d'arrêt (1 M acide acétique) ont été ajoutés et la densité 
optique a été mesurée à 490 nm. 
Le principe du test de toxicité est de mesurer indirectement la lyse des cellules 
cibles. Au cours de la lyse, il y a relâche de l'enzyme lactate déshydrogénase dans le 
milieu qui en présence de son substrat, du sel de tétrazolium, génère un produit de 
formazan qui est de couleur rouge. C'est donc en mesurant l'intensité de la coloration 
qu'il est possible de déduire la proportion de cellules lysées. 
2.3.7 Histologie 
À la fin de l'étude, soit au Se ou ge mois post-injection, le degré d'inflammation au 
niveau du foie a été évalué. Les scores histologiques ont été déterminés en double 
aveugle selon l'échelle d'Ishak par le Dr. Fernando Alvarez, hépatologue pédiatre au 
CHU Ste-Justine et contre-vérifier par Pascal Lapierre, assistant de recherche au 
laboratoire. Prière de se référer à la Figure 7 pour la description de l'échelle de pointage. 
2.3.8 Analyses statistiques 
Afin d'évaluer s'il y avait une différence statistiquement significative entre les 
groupes IV + ADN (la présente étude) et la vaccination ADN (modèle précédent, 
Lapierre et al.) au niveau des anticorps totaux, une analyse ANOVA (analyse 
bifactorielle), post-test Bonferroni a été réalisée. Toutes les autres analyses statistiques 
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ont été réalisées à partir du test ANOVA (analyse unifàctorielle), post-test Tukey. Une 
valeur de p < 0,05 était considérée comme une différence significative. Le logiciel 
Graphpad Prism 3.0.3 a été utilisé pour les analyses statistiques. 
CHAPITRE 3 : RÉSULTATS 
3.1 Confirmation de l'expression des transgènes 
À la suite de la production des adénovirus recombinants, l'expression des 
transgènes a été vérifiée par immunobuvardage de type Western (Figure 4). Ceci permet 
de conclure que l'adénovirus recombinant est en mesure d'exprimer le transgène, soit la 
protéine chimère sécrétée CTLA-4-2D6,..FTCD qui est d'environ 58 kDa. Comme' 
contrôle positif, la portion cytosolique extraite à partir d'un foie murin a été utilisée 
puisqu'elle contient la protéine FTCD endogène (58 kDa) qui est reconnue par 
l'anticorps. Il faut noter que le poids moléculaire de la protéine chimère CTLA-4-2D6-
FTCD est très semblable à celui de la protéine FTCD seule (58 kDa) étant donné que 
pour la construction de la chimère, seuls les fragments immunodominants des deux 
protéines ont été inclus (CYP2D6672_1377+FTCD 395-541) en aval du segment CTLA-4. La 




:l u.. E 1 co 
QI Cl 
:§ N 1 
QI '1' QI 
'0 ,:) ;0 .... 
ë5 
-1- c: 1/) 8 ~ () 1 '0 '0 () oc( <: 
58kDa ~ 
Figure 4: Confirmation de l'expression du transgène par immunobuvardage de type 
Western. lx105 cellules ont été infectées par l'Ad-CTLA-4-2D,6-FTCD ou par l'Ad contrôle. 
Les protéines contenues dans 30 III du milieu de culture renfermant la protéine chimère 
sécrétée ou l'Ad contrôle ont été séparés par électrophorèse sur un gel 10 %. La portion 
cytosolique d'un foie murin renfermant la FTCD endogène sert de contrôle positif de l'IB. Les 
protéines produites ont été détectées par IB avec un anticorps anti-FTCD développé chez le 
lapin. 
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Une fois l'expression du transgène confirmée, les adénovirus recombinants ont été 
produits en grande quantité et purifiés par double gradient de chlorure de césium. Le 
nombre de particules virales a été déterminé par densité optique et le nombre d'unités 
formatrices de plaques l'ont été par dilution limite. Les résultats obtenus sont présentés 
dans le Tableau III. L'expression des transgènes a été confirmée de nouveau après la 
purification par immunobuvardage de type Western. Le volume d'injection de la 
préparation virale a été ajusté selon le nombre d'unités formatrices de plaques/ml obtenu 














4,0 xl0 lo 
6,4 xl0 lo 
Volume injecté 
25 Ill: 1 xl09 UFP 
50 ~d: 2xl09 UFP 
16 Ill: lx109 UFP 
32 Ill: 2xl09 UFP 
Tableau III : Quantification des adénovirus recombinants produits réalisée à partir 
du nombre de particules virales par ml et le nombre d'unités formatrices de plaques 
. par ml. Le nombre de particules virales/ml a été calculé à l'aide de la mesure de la 
densité optique à 260 nm et de la formule suivante: D0260X 1,lx1012 X facteur de 
dilution. Le nombre d'unités formatrices de plaques/ml a été déterminé par titration par 
plages de lyse. 
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3.2 Protocole d'injections des différents vecteurs adénoviraux 
Une fois l'expression du transgène confirmée, l'injection des adénovirus a pu être 
réalisée. En bref, pour tous les groupes, la première injection s'est faite sur des souris 
âgées entre 6 et 8 semaines et est identifiée comme « Jour 0 » dans les protocoles. Pour le 
groupe sous le protocole IV + ADN, les injections du plasmide codant pour la chimère 
sous forme sécrétée (pRCMV-CTLA-4-2D6-FTCD) ont été faites 2, 4 et 6 semaines 
après l'injection IV (Figure 5). Par la suite, des prélèvements sanguins ont été réalisés aux 
2 semaines pendant les 3 premiers mois et mensuellementju~qu'au sacrifice (entre les ge 
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Figure 5: Protocole d'injections des différents vecteurs adénoviraux. L'injection 
d'adénovirus se faisait au jour 0 (IV simple dose et double dose, lM) suivie de trois 
injections d'ADN successives à la 2e, 4e et 6e semaine (Ad + ADN). À la fin du protocole, 
entre le ge et le ge mois, les souris ont été sacrifiées. . IV , intraveineux; lM, 
intramusculaire. 
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3.3 Évolution des niveaux de transaminases hépatiques 
Afin de suivre l'évolution des dommages hépatiques, les niveaux d'AL T ont été 
mesurés à partir de l'injection d'adénovirus jusqu'à ce que les souris soient sacrifiées, 
c'est-à-dire entre le 8e et ge mois suivant l'injection (Figure 6). Une hépatite initiale 
importante a été détectée pendant le premier mois chez les souris ayant reçu les 
adénovirus par voie intraveineuse (Ad-CTLA-4-2D6-FTCD et Ad contrôle), alors qu'une 
hépatite beaucoup plus légère a été détectée chez les groupes lM et IV + ADN. On 
remarque que l'injection de l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD double dose a engendré une 
hépatite aiguë avec des transaminases allant à des niveaux 10 fois plus élevés que la 
normale qui se situe autour de 30 UI/ml, alors que le groupe ayant reçu la simple dose se 
situe plutôt à des niveaux avoisinants en moyenne 3 fois la normale. Pour le reste de 
l'étude, les niveaux d'AL T semblent fluctuer autour du niveau considéré normal, mais 
semblent augmenter à compter du 7e mois pour les groupes lM et Ad + ADN. 
IV 
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Figure 6: Évolution des niveaux de transaminases hépatiques. Les souris injectées par voie intraveineuse (IV 
simple, n = 15 et IV double dose, n = 7) ont subi une hépatite transitoire qui s'est résorbée 1 mois après l'injection alors 
que les groupes injectés par voie intramusculaire (IM, n = 7) ou intraveineuse suivie par l'ADN (IV +ADN , n = 7) 
montrent une hépatite initiale beaucoup plus faible. Les niveaux normaux d'ALT sont illustrés par un trait pointillé de 
couleur mauve. ALT, alanine aminotransférases. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart-type. 
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3.4 Histologie du foie et évaluation du niveau d'inflammation 
hépatique 
À la fin de l'étude, soit au Se 
ou ge mois post-injection, le degré 
d'inflammation au niveau du foie a 
été évalué par analyse histologique. 
Les scores histologiques ont été 
déterminés en double aveugle selon 
l'échelle d'Ishak (Figure 7) (203). 
Des coupes montrant les 
différents types d'infiltrats 
inflammatoires observés sont 
présentées à la figure S. Dans la 
majorité des coupes histologiques, la 
présence d' infi Itrats de type portal 
était prépondérante, bien que nous 
ayons également noté la présence 
d'infiltrations péri portales (8) et 
intralobulaires (8). Dans certains cas, 
nous avons pu déceler la présence 
Paramètres 
A. Hépatite péri portale ou d'interface 
Absente 
Légère (focale, quelques zones portales) 
Légère/modérée (focale, la plupart des zones portales) 
Modérée (continue < 50% du tractus) 
Sévère (continue> 50% du tractus) 
B. Nécrose confluente 
Absente 
Nécrose focale confluente 
Nécrose Zone 3 dans certaines zones 
Nécrose Zone 3 dans la plupart des zones 
Nécrose Zone 3 + «bridgings •• occasionels portaux-centraux 
Nécrose Zone 3 + multiples «bridgings» portaux-centraux 
Nécrose panlobulaire ou multilobulaire 
C. Nécrose focale (<<spotly»), apoptose et inflammation focale 
Absente 
Un foyer ou moins par objective 10X 
Deux à quatre foyers par objective 10X 
Cinq à dix foyers par objectif 10X 
Plus de dix foyers par objectif 10X 
D. Inflammation portale 
Aucune 
Légère, quelques zones portales 
Modérée, quelques ou toutes les zones portales 
Modérée/marquée, toutes les zones portales 
Marquée, toutes les zones portales 

























Figure 7: Échelle de pointage Ishak. L'échelle 
de pointage Ishak permet d'évaluer les nive'aux 
de nécroinflammation hépatique. Figure adaptée 
d 'Ishak et al. J Hepatl 1995 (203). 
d'une hépatite d'interface (A). À titre de contrôle, une coupe d'un foie normal (souris non 
traitée) est présentée en (C). La zone encerclée représente une infiltration inflammatoire 
mas~ive (8). 
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Figure 8: Coupes histologiques de foie normal ou des souris injectées avec l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD. Coupes 
histologiques illustrant les différents types d'infiltrats lymphocytaires observés. A) Ad-CTLA-4-2D6-FTCD, lM lx109 UFP 
(200X); B) Ad-CTLA-4-2D6-FTCD, IV 2xI09 UFP, la région encerclée en blanc est un exemple d'infiltration lymphocytaire 
massive (100X) ; C) Foie normal (100X). HI, hépatite d'interface; EP, espace porte; IlL, infiltrat intralobulaire; L, lobule; VP, 
veine porte; CB, canal biliaire. 
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Des coupes représentatives pour chacun des groupes sont présentées à la Figure 9 
pour illustrer quantitativement et qualitativement les infiltrats Iymphoplasmocytaires. 
L'histologie des groupes de souris ayant reçu l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD par voie 
intraveineuse simple dose (A) et double dose (B), montre une infiltration massive de 
lymphocytes dans la zone portale et périportale. On retrouve même la présence d'une 
hépatite d'interface pour la souris ayant reçu une double dose, soit de 2xl09 UFP 
d'adénovirus recombinants (B). Concernant le Groupe D (Ad IV + ADN), nous constatons 
que les souris ayant reçu l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD préalablement aux 3 injections d'ADN 
(D) ne présentent que très peu d'inflammation de l'espace porte, alors que le groupe ayant 
été injecté avec l'Ad contrôle + ADN (E) présente une infi Itration portale beaucoup plus 
importante. Enfin, l'histologie du foie de souris injectée par voie intramusculaire (F) 
montre également un infiltrat considérable de la région portale et périportale. Enfin, aucune 
infiltration significative n'a été observée pour les souris injectées l'Ad contrôle (C). 
Figure 9 : Coupes histologiques du foie des souris injectées avec l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD ou l'Ad contrôle. 
Coupes histologiques représentatives pour chacun des groupes. A) Ad-CTLA-4-2D6-FTCD, IV 1 x 1 09 UFP; B) Ad-
CTLA-4-2D6-FTCD, IV 2xl09 UFP; C) Ad contrôle, 2xI09 UFP; D) Ad-CTLA-4-2D6-FTCD, IV Ixl09 UFP+ ADN; 
E) Ad contrôle + ADN; F) Ad-CTLA-4-2D6-FTCD, lM Ixl09 UFP (Objectif 100X). EP, espace porte; HI, hépatite 
d'interface; IP, infiltrat portal; IPP, infiltrat péri portal. 
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Afin de mIeux visualiser et comparer le degré d' inflammation des différents 
groupes, une quantification des niveaux d' inflammation sous forme d'histogramme a été 
réalisée selon l'échelle de pointage d'Ishak (Figure 7). 
------- - ,-
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Figure 10: Quantification des niveaux d'inflammation des souris injectées avec l'Ad-
CTLA-4-2D6-FTCD ou l'Ad contrôle. Les scores histologiques démontrent qu 'au ge et ge 
mois (fin du protocole), l'injection avec l' Ad-CTLA-4-2D6-FTCD provoque une 
importante inflammation pour les groupes injectés par voie intraveineuse (IV simple dose et 
IV double dose) et par voie intramusculaire (lM). Par contre, l'administration de l'Ad-
CTLA-4-2D6-FTCD suivi de l'ADN (IV + ADN) semble prévenir l'apparition 
d' inflammation (p < 0,05), alors que leur groupe contrôle présente un nIveau 
d'inflammation beaucoup plus important. Les résultats sont présentés sous forme de 
moyenne ± écart-type. 
3.5 Étude de la réponse humorale contre la protéine chimère 
Les titres d' anticorps totaux dirigés contre la protéine chimère ont été déterminés 
par ELISA (Figure Il). On peut voir que les injections d' adénovirus par voie intraveineuse 
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(simple et double dose) provoquent une forte réponse B au cours du premier mois suivant 
l'injection, alors que les titres tendent à diminuer graduellement à la fin de l'étude. Par 
contre, l'injection par voie intramusculaire engendre une réponse lente et progressive en 
maintenant des titres relativement élevés tout au long de l'étude. On remarque même une 
tendance à l'augmentation du titre à partir du 6e mois suivant l'injection. Enfin, le groupe 
ayant reçu une dose d'adénovirus recombinants IV suivi de l'ADN provoque également un 
pic de la réponse initiale, réponse qui se maintient à des titres considérablement élevés 
jusqu'à la fin du protocole. 
Anticorps totaux anti-2D6 & anti-FTCD 
1~~------------------------------------------~ 
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Figure 11 : Médiane des titres d'anticorps totaux dirigés contre ]a protéine chimère 
2D6-FTCD pour les différents groupes. Une forte réponse B survient au cours du 
premier mois suivant l'injection pour les groupes injectés par voie intraveineuse (IV simple 
dose, n = 15 et IV double dose, n = 7). Pour les groupes lM (n = 7) et IV + ADN (n = 7), 
les titres d'anticorps augmentent de façon graduelle, mais conservent les titres les plus 
élevés au moment du sacrifice. Les niveaux d'autoanticorps du groupe IV + ADN diffèrent 
de façon significative des groupes IV (simple et double dose), p < 0,05. Les souris injectées 
avec l'Ad contrôle n'avaient aucun anticorps anti-2D6 et anti-FTCD. Les valeurs sont 
présentées sous fonne de médiane ± intervalle interquartile. 
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3.6 Détermination du type de réponse engendrée par les 
différents sites d'injection 
Afin d'évaluer la réponse engendrée par les différents sites d'injection des 
adénovirus recombinants, les isotypes d'immunoglobulines ont été déterminés par ELISA 
(Figure 12). L'isotype IgG2a nous indique une réponse de type Thl, alors qu'une majorité 
de l'isotype IgGI démontre plutôt une réponse Th2. 
Th1 
Th2 
IgG2a/lgG1 * p < 0,001 
32 
16 
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Figure 12: Type de réponse immnnitaire engendrée selon le site d'injection des 
adénovirus recombinants. Le type de réponse immunitaire Th 1 ou Th2 a été déterminé 
selon les isotypes d'immunoglobulines détectés dans les sérums. Une réponse Th 1 
correspond à un rapport IgG2a IIgG 1 > l, alors qu'un rapport < 1 est associé à une réponse 
de type Th2. IV (simple dose): Ixl09 UFP, n 15; IV (Double dose): 2xl09 UFP, n = 7; 
lM: Ixl 09 UFP, n = 7; IV + ADN: IxlO9 UFP + ADN, n 7. 
L'injection par voie intramusculaire provoque d'emblée une réponse de type Thl 
dès la première semaine après l'injection et ce, tout au long de l'étude. Les injections par 
voie intraveineuse (simple et double dose) sont faiblement Th2 au cours du premier mois, 
s'équilibrent pour ensuite se transformer progressivement en une réponse de type Th 1 au 3e 
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mois. Les souris ayant reçu l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD suivi de l'ADN développent une 
réponse initialement de type Th2 et qui devient de type Th 1 plus tard au cours de l'étude. 
Cependant, la polarisation de la réponse vers un phénotype Th 1 ou Th2 semble beaucoup 
moins définie. 
CHAPITRE 4 : DISCUSSION 
L'élaboration d'un modèle animal d'HAl est d'une importance capitale dans le but 
de mieux comprendre les mécanismes régissant le développement et la perpétuation de 
l'atteinte auto immune perpétrée contre le foie. Bien que nous ayons déjà créé deux modèles 
animaux d'HAl dans notre laboratoire basés sur la vaccination à ADN, ces modèles ne nous 
permettaient pas d'évaluer l'impact de différentes voies d'injection (intraveineuse vs 
intramusculaire), la présence d'une hépatite dans l'évolution de l'HAl et également du 
niveau d'expression du transgène sur le bris ou le maintien de la tolérance face aux 
antigènes hépatiques. Dans les modèles précédents, nous avions démontré qu'il était 
possible de briser la tolérance face à un néoantigène (NP) ou à deux autoantigènes 
hépatiques (2D6-FTCD) sans atteinte préalable au foie. L'hypothèse de ces modèles se 
décrirait comme suit: à la suite des trois injections intramusculaires consécutives d'ADN 
codant pour le néoantigène ou les épitopes majeurs des deux autoantigènes impliqués dans 
l'HAl de type 2, il y aurait activation des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques 
avoisinants le site d'injection, migration vers le foie et développement d'une atteinte 
hépatique. Plusieurs caractéristiques typiques d'une HAl ont été rapportées: élévation des 
transaminases, présence d'autoanticorps, de foyers d'inflammation portale, péri portale et 
intralobulaire et, enfin, de CTL spécifiques. 
Comme l'utilisation du vecteur à ADN ne nous permet pas de varier la localisation 
de protéines produites, il nous fallait recourir à un autre type de vecteur. En utilisant un 
vecteur viral, tel que l'adénovirus par exemple, il nous serait désormais possible de 
comparer l'expression de notre protéine d'intérêt directement dans le foie (injection par 
voie intraveineuse), par rapport à une expression en périphérie (injection par voie 
intramusculaire). Un autre aspect que nous allions pouvoir évaluer est le genre de réponse 
immune engendrée contre le transgène dans un contexte inflammatoire, ce dernier causé par 
la présence du vecteur viral. De cette manière, il nous serait possible d'évaluer l'influence 
d'un environnement pro-inflammatoire sur la tolérance hépatique. Également, en utilisant 
un vecteur viral, il est possible de contrôler plus efficacement la quantité de protéines 
produites en injectant différentes quantités de particules virales. En effet, on sait que la 
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charge virale injectée est directement proportionnelle au niveau d'expression du transgène 
(272). 
4.1 L'adénovirus est un vecteur de choix pour la transduction de 
plusieurs types cellulaires et une expression significative du transgène 
Le choix d'utiliser l'adénovirus recombinant comme vecteur d'expression par 
rapport à tout autre vecteur viral se base sur plusieurs caractéristiques avantageuses. Tout 
d'abord, le génome de l'adénovirus est énorme et puisque les gènes El et E3 ont été 
enlevés, la taille du gène que l'on peut incorporer sans nuire à l'encapsidation est 
considérable, pouvant surpasser de 5 % la taille du génome de type sauvage (264). De plus, 
d'un point de vue pratique, la production de masse d'un adénovirus est relativement simple 
et comme le vecteur est défectif pour la réplication en raison de l'ablation des gènes El, les 
risques reliés à son utilisation, telle qu'une infection du personnel animalier ou encore la 
propagation de l'infection à l'ensemble des souris de l'animalerie, sont grandement réduits. 
L'adénovirus recombinant a la capacité d'infecter un grand nombre de types cellulaires, 
différenciés ou non, et ne requiert donc pas, comme d'autres vecteurs viraux, la réplication 
active de la cellule pour une transduction efficace (290). Un autre avantage si on compare 
l'adénovirus avec d'autres vecteurs, c'est qu'il ne s'intègre pas dans le génome, 
contrairement aux vecteurs rétroviraux, limitant ainsi les risques d'introduire une mutation 
capable de modifier l'expression d'un ou plusieurs gènes et donc d'altérer l'interprétation 
des résultats. Également, la transduction d'une cellule induit l'expression d'une grande 
quantité de la protéine d'intérêt (i.e. du transgène), comparativement à l'expression 
protéique d'un simple plasmide. Enfin, comme ce type de vecteur a été longuement étudié à 
la fois pour le développement de vaccin contre des maladies infectieuses et le cancer ou 
encore pour la thérapie génique, une quantité considérable d'études nous permettant de 
mieux comprendre les différents mécanismes engendrés sont disponibles. 
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4.2 La charge virale injectée est critique pour l'élaboration d'une réponse 
immunitaire robuste 
Un autre fait important ayant été considéré est la dose du vecteur purifié qui allait 
servir à l'injection. Il a été démontré par le groupe de Krebs et al. que la dose injectée aux 
souris avait un impact important sur la réponse des lymphocytes T CDS+ et que l'intensité 
de la réponse immune était nullement proportionnelle à la dose de vecteur injectée (291). 
Ils ont démontré que lorsqu'ils injectaient l'adénovirus à faible dose, soit 2x107 UFP et ce 
peu importe la route d'injection, ils ne détectaient qu'une très faible expansion des CD8+. 
Le phénomène semblait également se répéter lorsque la dose injectée était beaucoup plus 
forte, c'est-à-dire une dose de 2xlOIO UFP. Par contre, lorsqu'ils utilisaient une dose 
intermédiaire, se situant entre 2x 108 et 2x 1 09 UFP, ils obtenaient une prolifération 
signi ficative des cellules T (291). Ces résultats suggèrent que dans le cas de la faible dose, 
la quantité de transgène produit n'est pas suffisante pour provoquer une réponse 
significative spécifique au transgène alors que la forte dose d'Ad induirait un phénotype 
d'épuisement (exhaustion) des CTL suivi d'une délétion des clones spécifiques en raison 
d'une trop forte expression du produit du transgène. Ceci viendrait corroborer les résultats 
obtenus dans le modèle de diabète autoimmun exprimant l'hémagglutinine (HA) du virus 
de l'influenza sous le contrôle du promoteur de l'insuline (RIP - Rat insu/in promoter), qui 
démontre qu'il existe une corrélation linéaire entre le niveau d'expression de l'antigène HA 
dans les nodules lymphatiques et le taux de prolifération et de délétion subséquente des 
clones T CD8+ spécifiques à l'HA (292). Somme toute, il semble que la dose optimale pour 
induire une réponse T considérable se situerait dans le petit intervalle compris entre 2x 108 
et 2x 109 UFP. 
L'injection par voie intraveineuse provoque le recrutement de plus de 90 % des 
particules au niveau du foie (268, 269, 281, 282). De ces particules, environ 90 % sont 
phagocytées par les cellules de Kupffer qui sont des macrophages résidents du foie qui 
parsèment les sinusoïdes et qui sont la première ligne de défense contre les infections 
provenant de la circulation (279). Quelques particules sont également retrouvées au niveau 
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des poumons et de la rate, où elles sont éliminées de la circulation sanguine (268, 293). 
L'incorporation des particules dans les cellules de Kupffer induit leur mort seulement 
quelques heures après l'injection (294, 295). Au moins deux études ont démontré une 
influence certaine des cellules de Kupffer sur les niveaux d'expression du transgène : 1) il a 
été démontré que lorsqu'on induisait la déplétion des cellules de Kupffer chimiquement, il 
y avait augmentation de l'expression du transgène (281, 296); 2) le groupe de Tao et al. a 
démontré que lorsqu'ils injectaient deux doses consécutives de vecteurs viraux (6x10 1o 
particules virales suivies de 1 à 10xl0lo particules virales), il y avait saturation du système 
réticuloendothélial et que conséquemment, l'expression du transgène était augmentée (293, 
297). Par les deux approches, les auteurs ont pu déceler une augmentation significative de 
la transduction des hépatocytes. 
4.3 L'adénovirus provoque une hépatite aiguë lorsqu'il est injecté par 
voie intraveineuse 
Après l'injection IV de l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD ainsi que de l'Ad contrôle, une 
augmentation des transaminases a été enregistrée avec un pic autour du ge jour après 
l'injection. Ce pic reflète les dommages faits aux hépatocytes qui sont causés par 
l'élaboration de la réponse à médiation cellulaire dirigée contre l'adénovirus recombinant et 
qui a été longuement rapportée par la littérature (270, 298). Les souris injectées par la 
simple dose (1 xl 09 UFP) ont démontré des niveaux d'AL T trois fois supérieurs à la 
normale, alors que celles ayant reçu la double dose (2x 109 UFP) ont atteint quant à elles des 
niveaux pouvant atteindre jusqu'à 10X la normale. Ceci corrobore les résultats publiés dans 
la littérature où l'on notait que les dommages hépatiques suite à une injection par voie 
intraveineuse étaient proportionnels à la charge virale (299). Environ 1 mois suivant 
l'injection, l'hépatite initiale s'est résorbée complètement dans tous les cas, démontrant 
qu'une forte réponse adaptative avait éliminé la plupart des hépatocytes « infectés» par les 
adénovirus recombinants. Enfin, bien que l'augmentation de la dose d'Ad ait produit une 
---------- --------
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hépatite plus importante, il ne semble pas y avoir de conséquences à long terme puisque les 
niveaux d'AL Tau 8e mois sont semblables. 
Pour ce qui est du groupe de souris injectées à la fois avec l'adénovirus recombinant 
IV et l'ADN lM, nous n'avons noté en moyenne qu'une très faible hépatite initiale. En 
effet, nous croyons que ceci pourrait être relié à l'injection de l'adénovirus par la veine de 
la queue. En effet, si jamais la veine se fissurait au cours de l'injection, la majorité des 
particules diffuseraient dans les tissus avoisinants au lieu de se rendre directement au foie 
où elles causeraient une inflammation hépatique. Il serait peu probable que les injections 
d'ADN aient pu prévenir le développement d'une hépatite initiale puisque les injections 
d'ADN ont été faites deux semaines après l'injection de l'Ad IV et qu'à ce moment, 
l'hépatite commençait déjà à se résorbée. Afin de vérifier que cette faible inflammation 
initiale ne modifie pas les résultats finaux de notre expérience (Ad IV + ADN lM), il serait 
souhaitable de la répéter en s'assurant qu'il y aura une augmentation des AL T après 
l'injection. 
Concernant l'injection par vOie intramusculaire, tel qu'attendu, une hépatite de 
faible intensité a été enregistrée. Lors de l'injection dans le muscle tibialis antérieur, les 
particules virales devraient demeurées dans le muscle ou encore devraient être recrutées 
dans les ganglions lymphatiques à proximité du site d'injection. Dans les deux cas, il est 
possible qu'une faible quantité du vecteur puisse avoir atteint la circulation et 
conséquemment le foie. Cependant, il semble que cette fraction d'adénovirus n'ait pas été 
suffisamment importante pour générer des dommages hépatiques significatifs. Par contre, la 
moyenne des AL T au 8e mois montre une légère augmentation et semble se détacher du 
groupe contrôle, révélant la possibilité qu'il y ait développement d'une réaction 
autoimmune hépatique plus tardive. 
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4.4 Analyse de l'intensité de la réponse humorale en fin de 
protocole par rapport à la présence d'une hépatite initiale 
Tous les groupes à l'étude ont démontré une très forte réponse humorale contre le 
transgène et ont maintenu un titre d'anticorps anti-LCI et anti-LKM 1 relativement élevé 
jusqu'au moment du sacrifice. Une forte réponse B a été détectée seulement quelques jours 
après l'injection pour les groupes IV simple et double dose. On note que l'intensité de la 
réponse humorale engendrée par l'adénovirus recombinant injecté par voie intraveineuse 
avait tendance à suivre la charge virale injectée. En confirmant ces résultats avec un plus 
grand nombre de souris, nous pourrions confirmer des études précédentes qui ont montré 
que la réponse humorale (anticorps neutralisants anti-adénovirus recombinant) était 
dépendante de la dose d'adénovirus recombinants (300, 301). De plus, le pic de la réponse 
apparaît retardé dans le cas de la plus petite charge virale démontrant un lien entre la 
quantité de transgène, le temps nécessaire pour l'activation des lymphocytes et de la 
magnitude de la réponse immune au moins pour ce qui est de la réponse B. Malgré une 
faible hépatite initiale pour les souris du groupe IV+ADN, on remarque que la réponse 
humorale est tout aussi importante que celle du groupe IV double dose. De plus, la quantité 
d'anticorps sériques semble maintenue à de très hauts niveaux par la vaccination ADN, 
avec une médiane de 1 :3200, et ce jusqu'au Se mois suivant l'injection. 
Quant à l'injection lM, nous remarquons que l'élaboration de la réponse B est 
beaucoup plus lente et progressive. Cependant, cette réponse est soutenue jusqu'au Se mois 
comme pour le groupe IV + ADN. De façon intéressante, il existe une grande similitude 
dans le patron de la réponse humorale pour les groupes lM et IV + ADN. En effet, 
contrairement aux injections IV simple ou double dose, la réponse est soutenue pendant 
plusieurs mois. Le titre d'anticorps totaux du groupe IV + ADN au Se mois du protocole 
d'injection est significativement plus élevé que celui des deux autres groupes (IV simple et 
double dose) (p < O,OS). Les titres d'anticorps totaux dirigés contre la chimère des groupes 
d'injection IV (lxl09 UFP) diffèrent de façon significative de celui ayant reçu l'adénovirus 
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recombinant IV suivi de ,'ADN lM immédiatement après l'injection (p < 0,005) et à la fin 
du protocole (p < 0,05). Une différence à considérer entre les injections IV et lM 1 
IV+ADN est l'importance de l'hépatite initiale. À partir des résultats obtenus au cours de 
cette étude, il nous est seulement permis de montrer une tendance entre la présence d'une 
hépatite initiale et l'intensité de la réponse humorale en fin de protocole. Par contre, en 
reproduisant l'étude avec un plus grand nombre de souris, il nous serait possible de diviser 
les groupes en deux groupes selon la présence ou non d'une hépatite initiale. De cette 
façon, les groupes seraient beaucoup uniformes et il serait possible de réduire les écarts des 
résultats. De la même manière, dans le modèle précédent où nous avions utilisé la 
vaccination ADN pour induire une HAl, il Y avait des souris qui répondaient à la 
vaccination (<< responder») alors que d'autres semblaient réfractaires au traitement (<< non-
responder »). De plus, nous remarquons également que l'intensité de l'hépatite initiale 
semble être inversement proportionnelle à celle de la réponse humorale à la fin du 
protocole, tel que démontré par le titre plus élevé pour le groupe simple dose 
comparativement au groupe ayant reçu une double dose. En confirmant ces résultats, il 
nous serait possible de vérifier que l'activation des lymphocytes dans le foie dans un 
environnement inflammatoire induirait progressivement la délétion des clones spécifiques 
aux transgènes. 
4.5 Étude des niveaux d'inflammation hépatique et de la 
polarisation de la réponse immunitaire (Thl / Th2) 
Le foie est un organe capable d'induire une tolérance. Les mécanismes hépatiques 
responsables de l'induction d'une immunité versus ceux produisant un état de tolérance 
sont peu connus. II a été montré dans plusieurs études portant sur les hépatites virales que 
l'orientation de la réponse était un facteur clé dans le contrôle de la réplication virale. Par 
exemple, une réponse de type Th 1 favorise une réponse effectrice à médiation cellulaire. Ce 
type de réponse est observé dans plusieurs maladies autoimmunes (224, 302) et également 
dans les hépatites virales aiguës (303, 304). Par contre, dans les cas d'hépatites virales 
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chroniques, il semble que le développement d'une réponse Th2 soit favorisé, réponse qui 
est associée à l'induction d'un environnement anti-inflammatoire via la sécrétion de 
plusieurs cytokines, telles l'IL-4 et l'IL-IO (305). Cette réponse de type Th2 expliquerait en· 
grande partie la persistance virale (306). 
On sait déjà que dans un environnement pro-inflammatoire, l'expression du CMH II 
est induite chez les hépatocytes et que, conséquemment, ces derniers pouvaient interagir 
avec les lymphocytes T CD4+ (249, 307). De ce fait, le groupe de Wiegard et al. a 
récemment démontré que dans un contexte inflammatoire, les hépatocytes pouvaient agir 
comme cellules présentatrices d'antigènes et pouvaient induire et maintenir un phénotype 
Th2 chez des cellules T naïves (106). De plus, les hépatocytes ont la faculté d'altérer les 
capacités effectrices des lymphocytes T CD4+, déjà polarisés comme étant Th l, en 
provoquant une réduction de leur sécrétion d'IFN-y (106). Deux observations peuvent 
expliquer cette incapacité des hépatocytes à activer efficacement les lymphocytes: 1) 
l'absence de l'expression du ligand «Delta-like 4» qui promeut un phénotype ThI (308) et 
2) le fait que les hépatocytes ne sont en mesure de ne fournir qu'un seul des deux signaux 
de co-stimulation nécessaires à une activation efficace (309). 
Les résultats obtenus lorsque nous induisons une hépatite par l'injection d'un 
adénovirus par voie intraveineuse vont dans le même sens que ceux publiés par Wiegard et 
al. En effet, nous observons une réponse Th2 au cours des 6 à 8 premières semaines après 
l'injection pour les souris ayant reçu l'adénovirus recombinant IV (lxl09 UFP ou 2xl09 
UFP) ou l'adénovirus recombinant IV suivi de l'ADN. Par contre, les souris injectées par 
voie intramusculaire démontrent dès le début une réponse Th l, réponse qui se maintient 
jusqu'à la fin du protocole. L'orientation Thl, immédiatement après l'injection, survient en 
raison de l'activation des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques plutôt que dans le 
foie. De plus, le ratio Th 1/Th2 du groupe de souris lM diffère de façon significative des 
trois autres pour l'ensemble de l'étude (p < 0,001). Par la suite, si nous regardons à plus 
long terme pour les groupes IV simple et double dose, il nous est possible d'observer que la 
réponse semble se réorienter de plus en plus vers un phénotype Th 1 (lgG2a/IgG 1 > 1). Ce 
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type de réponse à médiation cellulaire est similaire à celui observé lors du développement 
d'une atteinte autoimmune. Le groupe ayant reçu l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD IV et l'ADN 
lM montre une réponse avec une très légère tendance Th2 initiale suivie d'une réponse 
faiblement Th 1. Les trois injections d'ADN lM ont eu lieu au cours de la période pendant 
laquelle les lymphocytes se trouvaient dans un état à prédominance Th2. Nous suggérons 
donc qu'une réexposition aux autoantigènes (exprimés par le plasmide) dans cette fenêtre 
Th2 aurait probablement renforcé le phénotype et favorisé le maintien d'une tolérance à 
long terme. De plus, il semble que cette tolérance soit spécifique à l'antigène puisque le 
groupe contrôle ayant reçu par voie intraveineuse l'Ad ne codant pas pour les autoantigènes 
(Ad contrôle) suivi de l'ADN par voie intramusculaire montre une inflammation chronique 
similaire à celle décrite précédemment (224). À l'opposé, le groupe Ad-CTLA-4-2D6-
FTCD + ADN montre une inflammation beaucoup moins importante que les autres groupes 
(IV simple et double dose), telle que montré par son score histologique (p < 0,05). 
L'histologie des foies de souris au sacrifice montre des niveaux d'inflammation 
relativement similaires pour les groupes de souris IV (simple et double dose) et lM qui 
présentent tous un phénotype Th 1 à long terme. 11 en est de même pour le groupe ayant reçu 
l'adénovirus contrôle IV suivi de l'ADN lM, alors que les souris ayant été injectées avec 
l'Ad-CTLA-4-2D6-FTCD IV suivi de l'ADN lM ne montrent qu'une inflammation 
minime. Ceci nous amène à deux conclusions: 1) qu'une hépatite préalable n'est pas 
nécessaire pour le développement d'une réponse autoimmune contre le foie (tel que 
démontré par l'injection d'adénovirus recombinant TM) et 2) qu'un mimétisme moléculaire 
par un virus hépatotrope (ex. adénovirus recombinant TV) peut aussi mener au 
développement d'une réaction autoimmune contre le foie. Bref, avec ou sans hépatite 
initiale, une atteinte autoimmune peut se développer à long terme par mimétisme 
moléculaire suite à une xénoimmunisation. 
Enfin, en ce qui a trait au type d'inflammation retrouvé chez les différents groupes, 
notons la présence massive d'inflammation dans la région portale et périportale. Également, 
nous avons pu observer dans les foies examinés plusieurs foyers d'inflammation intra-
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lobu[aires. Il est surprenant de constater que malgré [a présence d'infiltrations 
lymphocytaires massives au niveau du foie pour la majorité des groupes d'étude, [es 
niveaux d'AL T se situaient près de la normale, soit autour de 30 UI/ml. Ces observations 
sont difficilement explicables. En effet, dans les cas d'atteintes hépatiques, il existe une 
corrélation inégale entre l'importance des infiltrats hépatiques et les niveaux d'ALT 
sériques (310, 311). Ce phénomène est d'autant plus observé lorsque les infiltrations sont 
portales (majorité des infiltrats observés au cours de cette étude) comparativement à des 
infiltrats périportaux et intralobulaires. De plus, les niveaux critiques de lésions hépatiques 
nécessaires à la détection d'une augmentation des AL T demeurent inconnus. 
Afin d'examiner si les lymphocytes infiltrant [e foie avaient une spécificité pour les 
autoantigènes injectés, nous avons voulu vérifier l'aptitude de ces derniers à proliférer. 
Également, nous avons voulu vérifier [a fonctionnalité des lymphocytes infiltrant le foie en 
évaluant leur potentiel cytotoxique. Cependant, en raison d'un nombre très limité de 
cellu[es pouvant être extraites du foie et également d'un nombre de soùris insuffisant, il 
nous a été impossible de parvenir à des résultats concluants du moins pour l'évaluation de 
la capacité proliférative. Concernant l'activité cytotoxique, nous n'avons détecté aucune 
lyse des cellules cibles en présence des autoantigènes (résultats non présentés) et ce, même 
après une stimulation de 72 hrs avec de 1'11-2. D'après ces résultats préliminaires, nous 
supposons que, tel que proposé par Krebs et al., les lymphocytes ayant une spécificité pour 
les autoantigènes seraient partiellement épuisés (partially exhausted), c'est-à-dire qu'ils 
seraient présents sans pouvoir exercer leur fonction effectrice. Une autre possibilité qui va 
dans le même sens serait que les inflammations que nous observons soient seulement dues 
à l'accumulation de lymphocytes sur [e point de mourir. En effet, il a été souvent proposé 
que le foie agisse comme un « cimetière» pour [es cellules activées [ors de la contraction 
de la réponse immunitaire (81, 312). Si cette possibilité s'avérait vraie, les lymphocytes 
pourraient être activés en périphérie et, lorsqu'ils parviendraient au foie, ils entreraient en 
contact avec les hépatocytes, ce qui induirait un état d'anergie ou encore la mort par 
apoptose. Cependant, cette possibilité est réfutée par les modèles précédemment publiés, où 
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une activation périphérique des lymphocytes T n'entraîne pas l'apoptose ou l'anergie de ces 
cellules par le foie (107, 223, 224). 
Bien que nous soyons parvenus à élucider quelques aspects de la réponse 
immunitaire à partir des divers groupes expérimentaux, plusieurs points importants restent à 
vérifier. Tout d'abord, il aurait été intéressant de déterminer le type de cytokines exprimées 
par les lymphocytes isolés du foie, à savoir s'ils possédaient un phénotype davantage Thl 
ou Th2. De cette façon, il nous serait possible de valider les résultats obtenus à partir des 
ratios des isotypes d'immunoglobulines (lgG2a/lgGI) et par conséquent de confirmer les 
hypothèses émises quant à l'induction d'une immunité ou d'une tolérance dans le foie. Pour 
ce faire, nous aurions pu effectuer un essai ELIS POT (Enzyme-linked immunospot) qui 
permet de caractériser le type de cytokines produites par les lymphocytes infiltrant le foie. 
Un autre aspect intéressant serait de séparer les différentes populations de lymphocytes et 
répéter les expériences de prolifération et de cytotoxicité. Ainsi, nous pourrions réellement 
savoir quelle population est impliquée dans quel mécanisme. Par exemple, la présence de 
lymphocytes T régulateurs (CD4+CD25+Foxp3+) pourrait inhiber la prolifération d'autres 
populations telles que les cellules T CD4+ ou CDS+. Un rôle des Treg a été montré au cours 
d'une étude portant sur le développement d'une tolérance par rapport à l'introduction d'un 
transgène au niveau du foie à l'aide de vecteurs associés aux adénov i rus ou AA V (3l3). 
Enfin, l'utilisation d'autres combinaisons de vecteurs ADN et adénoviraux pourrait être 
investiguée. Récemment, le groupe de Park et al. a publié un article, où il évaluait 
l'efficacité de différents protocoles à induire une forte réponse immune contre certaines 
protéines du VHC (314). Ils ont conclu que la meilleure combinaison pour provoquer une 
forte réponse CD4+ Th 1 tout en maintenant une bonne réponse CTL était l'injection 
d'ADN suivi d'un rappel avec un adénovirus recombinant, toutes deux par voie 
intramusculaire. Comme dans notre cas, l'injection de J'adénovirus recombinant seul par 
voie intramusculaire reproduit certaines caractéristiques d'une HAl (une forte réponse Th1, 
un niveau d'autoanticorps significatif et soutenu, une bonne inflammation ainsi qu'une 
tendance à l'élévation des transaminases hépatiques au Se mois du protocole) il pourrait 
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s'avérer que ce protocole puisse accentuer ou accélérer l'apparition d'une manifestation 
autoimmune. 
CHAPITRE 5 : CONCLUSION 
Ce modèle animal nous a pennis de mieux connaître les mécanismes régissant la 
tolérance et l'immunité au niveau du foie. Nous avons montré que le site d'injection de 
l'adénovirus ainsi que la charge viraJe avaient une incidence sur J'intensité et Je type de 
réponse immunitaire engendrée. Également, les niveaux d'inflammation hépatique initiaux 
pourraient être en relation avec l'amplitude de la réponse immune à long terme, du moins 
pour ce qui est de la réponse humorale, mais ceci a besoin d'être confirmé avec un plus 
grand nombre de souris. Par contre, la dose et le site d'expression du transgène ne semblent 
pas avoir d'impact à long terme sur d'autres aspects étudiés puisque les niveaux de 
transaminases hépatiques et d'inflammation variaient très peu d'un groupe à l'autre. Nous 
avons également montré qu'il était possible de prévenir le développement d'une HAl par 
une injection par voie intraveineuse d'un Ad-CTLS-4-2D6-FTCD préalablement aux 
injections d'ADN. De plus, il s'avère que la répression de la réponse immunitaire soit 
spécifique à l'antigène puisque la présence d'infiltrats inflammatoires importants a été 
observée avec l'injection de l'Ad contrôle par voie intraveineuse suivi de l'ADN par voie 
intramusculaire. 
La poursuite de la recherche sur les différents mécanismes impliqués dans le 
développement et la perpétuation de manifestations autoimmunes au niveau du foie est 
essentielle. Pour parvenir à mieux comprendre ces éléments, l'élaboration d'un bon modèle 
animal est primordiale. L'étude de ce modèle permettra non seulement de mieux 
comprendre la maladie, mais également de développer et de tester de nouveaux traitements 
plus spécifiques et qui induisent le moins d'effets secondaires indésirables. 
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